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ABSTRACT  

 

 

Tau is a microtubule-stabilizing protein detected in both cytosolic/cytoskeletal and 

nuclear cellular compartments of neuronal and non-neuronal cells, with a tightly regulated 

phosphorylation, in physiology (mitosis for example) and pathology (neurofibrillary 

tangles). In Alzheimerôs disease (AD) it is not yet established whether entangled tau 

represents a cause or a consequence of neurodegeneration. The amyloid b-precursor 

protein (AbPP) is considered pivotal in the genesis of AD, and the ñamyloid hypothesisò 

states that amyloid b-peptides (Ab), derived from aberrant AbPP processing, cause 

neurodegeneration and tau hyperphosphorylation.  

Here we provide evidence that AbPP, when ectopically overexpressed or in cells 

bearing trisomy 21, modulates the phosphorylation of tau in mitotic and pathogenic 

phosphoepitopes during cell cycle and regulates the intracellular localization of phospho-

tau, reducing the nuclear pool and the overall ratio nuclear/cytoskeletal. We show that the 

modulation of tau phosphorylation mediated by AbPP is strictly dependent on g-secretase 

activity as well. This specific phosphorylation of tau is required during mitosis in vitro and 

in vivo, likely via an ERK1/2 signaling cascade; the consequent phenotype is an 

upregulation of cell growth kinetic induced by AbPP in proliferating cell lines. Also in 

differentiated neuronal A1 cells, the overexpression of AbPP modulates tau 

phosphorylation, altering the ratio between cytoskeletal and nuclear pools, but in this case 

AbPP induces cell death. The nuclear localization of phospho-tau is significantly 

underrepresented in neurons of AD patients, in which predominate neurofibrillary tangles, 

in comparison to non-AD patients. Finally we investigate the potential protective effect of 

sodium selenate on tau phosphorylation and tau inclusions in a transgenic mouse model of 

human tauopathy. Treatment with sodium selenate in these transgenic mice reduces both 

phospho-tau and tau inclusions, likely by activating phosphatase activity (PP2A) and 

increasing the autophagic degradation of tau aggregates. In summary, in this work we 

provide evidence for a direct contribution of AbPP in a signaling activity targeted to the 

activation of specific kinases, with a role in the phosphorylation and homeostasis of the 

nuclear and the cytoskeletal pool of tau, with consequences in cell cycle dynamics that 

may lead to cell death in postmitotic neurons. The use of pharmacological tools that may 

reduce kinasesô activation and stimulate the autophagic degradation of tau inclusions, as 
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shown here using Na Selenate in transgenic mice, may revert this pathological process. In 

our opinion a deeper comprehension of molecular mechanisms that cause the 

disequilibrium between nuclear vs cytoskeletal phosphorylation of tau is essential for the 

identification of novel targets for AD therapy.  
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´Ci sono poche cose piĚ spaventose del pensiero di perdere la ragione e                                

di perdere le ultime briciole di consapevolezza che ti legano alla tua vita e alle persone che 

ti circondano. Per i malati di Alzheimer ´fortunatiµ queste parole restano tali,                 

una paura intrinseca che li accompagna nel decorso della loro malattia;                           

per altri, probabilmente la maggior parte di loro, questa paura diventa realtà,                

una realtà che a poco a poco logora la loro ragione                                            

portandogliela impotentemente viaµ 
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Capitolo 1 

 

INTRODUZIONE  

 

 

 

La malattia di Alzheimer (AD) rappresenta il 50-60% di casi di demenza mondiale. 

Demenza è un termine usato per descrivere diverse malattie cerebrali che comportano 

lôalterazione progressiva di alcune funzioni (memoria, pensiero, ragionamento, linguaggio, 

orientamento, personalità e comportamento) di severità tale da interferire con gli atti 

quotidiani della vita. La demenza non ha confini sociali, economici, etnici o geografici. 

Attualmente sono stimati 35,6 milioni di casi al mondo affetti da demenza e le stime 

annunciano cifre allarmanti: si prevede infatti un raddoppio di tale numero nei prossimi 20 

anni, con 65,7 milioni di malati nel 2030 e 115,4 milioni nel 2050. La stima delle persone 

affette da demenza in Italia è di circa un milione, e di queste circa 600 mila soffrono della 

malattia di Alzheimer. 

LôAD ¯ un disordine neurodegenerativo eterogeneo con progressione irreversibile che 

interessa primariamente le regioni ippocampali e neocorticali del cervello. È caratterizzata 

dalla perdita delle funzioni psico-mentali superiori, con conseguente affievolimento 

dellôattenzione, della concentrazione, della memoria e delle capacit¨ cognitive e di 

pensiero: vengono colpite le funzioni di pensare, di sentire e di agire. Il malato di 

Alzheimer soffre un drastico cambiamento della personalità, con tendenza a deprimersi o 

ad irritarsi, in reazione alle progressive perdite dei suoi processi mnesici e cognitivi . Non 

riesce più a seguire le istruzioni, soffre di confusioni e momenti di disorientamento; può 

presentare alterazioni del giudizio, confondere le sembianze dei suoi familiari, non 

ricordare più i loro nomi o quelli delle persone per lui abituali e, persino, non riconoscere 

nemmeno se stesso. Lôincidenza della malattia di Alzheimer aumenta con lôet¨ e, con 

lôallungamento della vita umana media, questa malattia sta diventando uno dei maggiori 

problemi sanitari legato allôinvecchiamento della popolazione mondiale. Non esiste al 

momento alcuna cura efficace contro di essa e la patogenesi della malattia resta ancora 

oggetto di molte teorie che coinvolgono fattori genetici ed epigenetici (come fattori 

metabolici o ambientali). 
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1.1 Cenni Storici 

 

La malattia di Alzheimer fu descritta per la prima volta nel 1907 dal neuropatologo 

Alois Alzheimer (1864-1915) che ne descrisse la neuropatologia analizzando il tessuto 

cerebrale di una paziente deceduta in seguito ad una malattia mentale con fenotipo severo, 

caratterizzata da gravi disturbi della memoria e demenza, nonostante fosse un soggetto in 

età pre-senile (Alzheimer A., 1907). I segni neuropatologici tipici della AD per la prima 

volta descritti da Alzheimer ed in seguito caratterizzati sono: a) lesioni extracellulari in 

forma di placche composte da materiale proteinaceo amiloideo situate nel parenchima 

cerebrale, b) aggregati proteici intracellulari in neuroni distrofici (neurofibrillary tangles, 

NFT; Iqbal et al., 2008), c) perdita neuronale e d) infiammazione reattiva e gliosi (Serrano-

Ponzo et al., 2011).  

Ad oggi la causa della AD non è stata ancora chiarita e benché siano noti alcuni geni 

chiaramente correlati con la genesi di forme familiari di AD, ci troviamo ancora nello 

stesso imbarazzo in cui si trovò un secolo fa Alois Alzheimer nel cercare di capire lôorigine 

della malattia. 

 

 

1.2 Presentazione Clinica 

 

La malattia di Alzheimer è una malattia neurodegenerativa con inizio insidioso e 

progressione inesorabile, caratterizzata dal declino delle capacità cognitive e della 

memoria.  

La fase iniziale di questa demenza è spesso subdola, sottovalutata e diagnosticata non 

correttamente come una normale componente del processo di invecchiamento fisiologico. 

Ĉ molto difficile identificare lôesatto momento dellôinizio della malattia, poich® questo ¯ 

graduale. Generalmente il primo sintomo è un lieve deficit di memoria, che progredisce 

gradualmente. Nelle fasi iniziali negli individui anziani la perdita della memoria tende ad 

essere più marcata per gli eventi recenti; con l'avanzare della malattia anche la memoria 

remota viene invariabilmente persa ed il paziente è incapace persino di riconoscere i propri 

familiari. Si manifestano inoltre alterazioni delle altre funzioni superiori: il pensiero 

astratto risulta impoverito, con ridotta capacità di ragionamento logico e 

concettualizzazione, la capacità di giudizio è diminuita, cosicchè il paziente manifesta un 

ridotto rendimento lavorativo e può essere incapace di affrontare e risolvere problemi 
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anche semplici relativi ai suoi rapporti interpersonali o familiari. Si manifestano labilità 

emotiva e mutamento della personalità. Spesso compare apatia e si accentuano i caratteri 

premorbosi della personalità, quali atteggiamenti ossessivi o compulsivi, aggressività e 

paranoia. A volte vi è invece un mutamento della personalità, per cui soggetti solitamente 

controllati e misurati diventano impulsivi, intrattabili ed a volte anche violenti. Altri 

possibili sintomi comuni della malattia di Alzheimer sono: afasia isolata o con difficoltà 

visuo-spaziali (compromissione delle capacità di linguaggio), aprassia (incapacità ad 

eseguire attività motorie nonostante l'integrità della comprensione e della motricità) e 

agnosia (incapacità a riconoscere o identificare oggetti in assenza di deficit sensoriali). 

In una fase intermedia della malattia si osserva una compromissione ulteriore del 

comportamento ed un completo disorientamento spazio- temporale. La memoria remota è 

compromessa (Monastero et al. 2009).  

Nelle fasi avanzate dell'AD, il paziente è incapace di svolgere qualsiasi attività della 

vita quotidiana, compare generalmente incontinenza. La memoria a breve e lungo termine 

è totalmente persa ed il paziente può divenire mutacico ed acinetico. Si manifesta disfagia  

ed il rischio di complicanze, quali malnutrizione, disidratazione, malattie infettive 

(polmoniti soprattutto), fratture e piaghe da decubito diviene elevato (van der Linde, 2012, 

Mariani et al., 2007). 

Nell'AD vi sono comuni manifestazioni che ricordano comportamenti tipici dei 

disordini psicotici funzionali, quali depressione, sintomi psicotici e disturbi del sonno. La 

sopravvivenza media è di 4.2 anni per gli uomini e 5.7 anni per le donne; in alcuni casi può 

arrivare a 10 anni ma ad ogni modo ¯ molto variabile. Fattori come lôet¨ di insorgenza 

della malattia, la severità, la debilitazione generale, segni extrapiramidali, il sesso e la 

provenienza etnica e la scolarità incidono sulla variabilità della durata della vita di un 

paziente affetto da AD (Larson et al., 2004, Walsh et al. 1990, Rountree et al., 2012; 

Cereda et al., 2013). 

 

 

1.3 Neuropatologia 

 

La neuropatologia dellôAD ¯ stata descritta estensivamente e negli ultimi anni ha 

conosciuto un approfondimento delle conoscenze biochimiche e genetiche legate alla 

formazione delle lesioni cerebrali (Schellenberg et al., 2012). Il quadro anatomopatologico 

macroscopico della malattia di Alzheimer è caratterizzato da una notevole atrofia del 



 11  
 

cervello, con circonvoluzioni cerebrali ristrette, solchi e ventricoli ampliati; il peso del 

cervello soprattutto nelle fasi avanzate della malattia, può essere ridotto anche del 20%. 

Lôatrofia coinvolge i lobi frontali, temporali e parietali, e in modo marcato lôippocampo, la 

cui atrofia è talmente caratteristica da essere ritenuta, da alcuni autori, come diagnostica. 

Microscopicamente si può osservare una cospicua perdita cellulare soprattutto a livello 

corticale; particolarmente colpiti risultano lôippocampo, la corteccia entorinale, il giro 

paraippocampale e il subiculum. Sono depauperati anche il nucleo anteriore del talamo, i 

nuclei settali e la banda diagonale di Broca, lôamigdala e le porzioni del tronco cerebrale 

appartenenti ai sistemi monoaminergici. Anche i neuroni colinergici del nucleo basale di 

Meynert e del locus coeruleus sono numericamente ridotti. La perdita neuronale interessa 

sia le grosse cellule piramidali sia gli interneuroni. Molti dei neuroni superstiti sono di 

volume ridotto e con minore numero di dendriti, i quali, a loro volta, si presentano 

addossati lôuno allôaltro, a causa della perdita di sinapsi e neuropilo; la perdita sinaptica 

che accompagna la degenerazione neuronale ¯ correlata ai deficit mnesici dellôAD (Terry 

et al., 1991). Alle alterazioni neuronali si associa una proliferazione astrocitaria, soprattutto 

negli strati III e IV della corteccia. Sebbene lôatrofia cerebrale sia un reperto relativamente 

costante nellôAD, la considerevole variabilit¨ che si pu¸ osservare tra i diversi casi ne 

impedisce lôutilizzo come marcatore diagnostico affidabile (Thompson  et al., 2012).  

 

A livello microscopico la neuropatologia è caratterizzata da: 

 

- perdita neuronale: studi fatti sulla corteccia frontale, rostro-temporale e sulla regione 

parietale inferiore di soggetti di età compresa tra i 70 ed i 90 anni rivelano una 

diminuzione dei neuroni della neocorteccia del 30% rispetto a controlli sani. Gli stessi 

studi, fatti su soggetti colpiti dallôAD tra i 50 ed i 69 anni, hanno rivelato, invece, una 

diminuzione del 60%. Ne deriva quindi che i pazienti più giovani mostrano una perdita 

neuronale maggiore rispetto ai pazienti più anziani. Oltre a queste, altre aree presentano 

morte neuronale: lôippocampo (area CA1 e CA3), il secondo strato della corteccia 

entorinale, il nucleo basale di Maynert, il locus coeruleus ed il nucleo dorsale del raphe 

(Zilkova et al., 2006, Padurariu et al., 2012). 

 

- placche neuritiche: sono costituite da depositi extracellulari di amiloide associati a 

danno assonale e dendritico, generalmente rappresentati in grande numero a livello della 

corteccia temporale, parietale, frontale e soprattutto entorinale ed allôippocampo, mentre la 
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corteccia occipitale ed il cervelletto sono quasi sempre risparmiati da tale fenomeno 

(Dickson, 1997; Skaper et al., 2012; Glenner and Wong, 1984); queste formazioni 

contengono depositi insolubili del peptide Ab, un peptide congofilico e fibrillogenico, 

principalmente in forma filamentosa, che nella parte centrale della placca si addensano a 

formare un ñcoreò compatto, e neuriti distrofici, i quali si localizzano sia dentro, sia in 

prossimità dei depositi amiloidei. Normalmente nei soggetti con AD la concentrazione di 

placche a livello ippocampale è di gran lunga superiore al numero di placche che talvolta si 

può riscontrare in soggetti anziani non dementi o in altre malattie neurologiche. Tuttavia è 

talvolta possibile riscontrare un alto numero di placche anche in soggetti molto anziani ma 

senza demenza (Fuld et al., 1988). 

Le placche hanno una struttura approssimativamente sferica ed hanno dimensioni molto 

variabili che possono andare da 10 a parecchie centinaia di micrometri. La sostanza 

amiloide è formata da fibrille con conformazione a b-foglietto di 6-10nm di diametro 

presenti nello spazio extracellulare, costituite da una proteina, chiamata Ab 1-42 che 

deriva da un precursore di maggiori dimensioni (Amyloid b-Protein Precursor: AbPP). I 

neuriti danneggiati si presentano dilatati, con alterazioni ultrastrutturali, tra cui lisosomi 

rigonfi, aumentato numero di mitocondri e filamenti elicoidali accoppiati, generalmente 

indistinguibili da quelli che compongono gli ammassi neurofibrillari. La placca senile è 

inoltre associata ad elementi microgliali ed astrocitari attivati. 

Sono stati identificati due tipi principali di placche: quelle ñmatureò e quelle ñdiffuseò. 

Le placche mature hanno le caratteristiche di colorazione tipiche di tutte le amiloidosi: 

sono infatti positive sia alla colorazione con Congo-Rosso, con caratteristica birifrangenza 

rosso-verde in luce polarizzata, sia alla tioflavina S ed hanno unôorganizzazione 

concentrica con unôalta densit¨ di materiale proteinaceo aggregato al centro e pi½ diffuso 

allôesterno (Braak and Braak, 1997; Maezawa et al., 2008; Rostagno et al., 2009; Pinney et 

al., 2012). Le placche mature contengono nella zona periferica anche neuriti distrofici ed 

astrociti reattivi. Le placche del secondo tipo o diffuse, talvolta negative al Congo-Rosso, 

sono associate ad alterazioni minime parenchimali. Queste placche sono anche definite 

pre-amiloidi poiché agli esordi della malattia si riscontrano soprattutto questo tipo di 

lesioni e perché sono stati identificati soggetti asintomatici che presentavano questo tipo di 

placche. 
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- agglomerati neurofibrillari ( tangles): sono ammassi intracellulari consistenti di 

filamenti elicoidali appaiati (PHF) di 10nm di spessore. Il maggior componente di questi 

filamenti è la forma iperfosforilata della proteina tau, una proteina che lega i microtubuli. 

Quando tau è iperfosforilata, diminuisce la sua capacità di legare i microtubuli e aggrega 

quindi in maniera anomala determinando la formazione dei PHF. Lôaggregazione di tau in 

filamenti porta al collasso dei microtubuli ed ad una riduzione del trasporto assonale, 

fondamentale nel trasferimento di sostanze di natura trofica ed energetica tra corpo 

cellulare e sinapsi. Lôefficienza di questo trasporto ¯ necessaria per mantenere buone 

connessioni neuronali; quando il trasporto viene alterato i neuroni degenerano e la rete 

neuronale coinvolta nelle varie funzioni cognitive e vitali viene interrotta, provocando i 

sintomi tipici della malattia di Alzheimer (Goedert et al., 1992). Gli aggregati 

neurofibrillari, localizzati soprattutto nel citoplasma dei neuroni più grandi e solo 

raramente nei neuroni di dimensione piccola o media (Goedert et al., 1988;  Binder et al. 

2005), rappresentano lesioni che accomunano diverse malattie neurodegenerative. Oltre ad 

essere caratteristici dellôAD, sono stati infatti ritrovati nella sostanza nigra in casi di 

Parkinson, nella neocorteccia in casi di demenza pugilistica, nel normale processo di 

invecchiamento ed in una serie di malattie neurodegenerative chiamate ñTauopatieò 

comprendenti: Progressive Supranuclear Palsy (PSP), Corticobasal Degeneration (CBD), 

Pickôs Disease, argyrophilic grain disease e dalla Frontotemporal Dementia and 

Parkinsonism linked to chromosome 17 (FTDP-17) (Morris et al., 2001; Spillantini et al., 

2000 a/b). La recente identificazione di mutazioni sul gene codificante tau sia in alcune 

famiglie affette da FTDP-17 sia in famiglie di PSP e Pickôs Disease, ha chiaramente 

stabilito che i disordini e i danni al citoscheletro, indotti dalle mutazioni sulla tau, sono di 

per sé sufficienti ad indurre neurodegenerazione e demenza anche in assenza di amiloidosi 

e placche (Spillantini et al., 1998; Goedert et al., 2000; Delacourte et al., 2000; Neumann 

et al., 2001; Lee et al., 2001; Tanaka et al., 2012; Goedert et al., 2012).  

 

- amiloidosi dei vasi o angiopatia amiloide: si osservano dei depositi di Ab (lo stesso 

peptide presente nelle placche) più o meno accentuati anche a carico dei vasi meningei. È  

una caratteristica costante nellôAD con esordio tardivo, ma non peculiare di questa 

patologia, in quanto si osserva anche nei casi di emorragia cerebrale, nelle amiloidosi 

vascolari da transtiretina o cistatina e nella demenza di tipo vascolare (Glenner and Wong, 

1984; Olafsson et al., 1996; Love, 2004).  
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- alterazione sinaptica: le principali funzioni cognitive dipendono in larga misura sia 

dalle interconnessioni tra i neuroni sia dallôattivit¨ plastica della neocorteccia e quindi 

dallôintegrit¨ strutturale del sistema sinaptico. Si è riscontrata una perdita di sinapsi molto 

accentuata nelle vicinanze delle placche neuritiche mature (Dekosky and Scheff, 1990) 

dove si possono trovare sinapsi anomale raccolte a grappoli intorno ai filamenti dendritici 

degenerati. La gravità dei danni alle sinapsi non segue un gradiente intorno alle placche 

neuritiche: questo ha portato ad ipotizzare che il processo patogenetico della AD cominci 

con la perdita di sinapsi e con la neurodegenerazione piuttosto che con la deposizione di b-

amiloide. Eô molto importante notare che la perdita di sinapsi nella corteccia ¯ maggiore 

della diminuzione dei corpi neuronali, quindi le terminazioni scompaiono prima del soma 

(Shankar et al., 2009). 

 

- infiammazione con attivazione gliale: negli anni recenti si è sviluppato un interesse 

crescente per tutta una serie di evidenze neuropatologiche che indicano la presenza di un 

importante effetto infiammatorio e di risposta immunitaria nel parenchima cerebrale dei 

pazienti affetti da AD (Cameron e Landreth, 2010; Lautner et al., 2011). Tipici marcatori 

di infiammazione e di risposta immunitaria quali a1-antichimotripsina, a2-

macroglobulina, attivazione della microglia con produzione di IL1 e IL6, TNFa assieme a 

componenti del MAC quali C5b-9 sono tutti altamente espressi, suggerendo che proteine 

della fase acuta, citochine, attivazione del complemento e cellule microgliali attivate 

potrebbero partecipare al processo neurodegenerativo (Eikelenboom et al., 2002). La 

presenza di una reazione infiammatoria cronica ¯ particolarmente evidente nellôAD (anche 

se non esclusiva di tale patologia, ma comune ad altre patologie che presentino anche 

amiloidosi, quali ad esempio alcune forme di malattie da prioni), ed è stato ipotizzato che 

lôinfiammazione possa contribuire in maniera significativa alla morte neuronale. Inoltre, ¯ 

noto da studi epidemiologici che i farmaci antinfiammatori potrebbero svolgere un ruolo 

protettivo in pazienti AD ritardando lôesordio e rallentando la progressione della malattia 

(Selkoe, 2001). La reazione immune presente nella AD è tipicamente locale; non coinvolge 

infatti né cellule T, né cellule B ed il repertorio di elementi veicolati dal plasma è minimo 

o assente. Nella risposta immuno-infiammatoria del telencefalo, i protagonisti sono le 

cellule gliali (microglia ed astrociti) che, con i neuroni, sono in grado di produrre in loco 

proteine della fase acuta, citochine, fattori di crescita, proteine del complemento e loro 
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inibitori, trombina e proteine della coagulazione, proteoglicani (Eikelenboom et al., 2002; 

Sastre et al., 2006). 

1.4 AD: geni e fattori di rischio 

 

LôAD ¯ classificata in base al suo momento di insorgenza: se questa avviene prima dei 

65 anni di et¨ si parla di ñpresenileò o ñearly-onesetò (EOAD) mentre se lôinsorgenza ¯ 

successiva ai 65 anni si parla di demenza ñsenileò o ñlate- onesetò (LOAD) (circa il 90% 

dei casi). Diversi studi generalizzano le demenze presenili come familiari e su base 

autosomica dominante mentre quelle senili ad incidenza sporadica; anche in queste però 

sembra esserci una percentuale rilevante a carattere ereditario autosomico dominante 

(Muller et al., 2012). 

La patogenesi è complessa e dipende sia da fattori genetici che ambientali (Povova et 

al., 2012). Sebbene la maggior parte dei casi sporadici della malattia abbia unôeziologia 

ignota, le forme familiari (FAD) di AD possono essere chiaramente e direttamente 

collegate a 3 loci genetici, le cui mutazioni inducono la malattia: il locus della proteina 

precursore del peptide b-amiloide, AbPP, ed i loci di due geni che codificano per le 

preseniline, PS1 e PS2, che fanno parte del complesso enzimatico che porta alla 

generazione del peptide amiloide. Tutte le mutazioni a carico di AbPP finora conosciute 

portano ad un aumento nella produzione del peptide b-amilode, in particolare della sua 

isoforma più lunga, quella costituita da 42 aminoacidi (Ab42) e che, rispetto alla variante 

di 40 residui, è più neurotossica per la sua maggiore tendenza ad aggregare (Gandy and 

Petanceska, 2000). È stato dimostrato che anche le mutazioni a carico delle preseniline 

portano ad un aumento della produzione di Ab42 (Scheuner et al., 1996). I casi di malattia 

di Alzheimer sporadici sono associati a polimorfismi genici che si comportano come fattori 

di rischio: tra questi un ruolo chiave ¯ svolto dal locus del gene dellôApolipoproteina E, ed 

in particolare dallôallele e-4 (Ertekin- a E è una 

molecola coinvolta nel trasporto del colesterolo, di cui si conoscono tre isoforme, 

codificate dagli alleli e e-3, e  stato dimostrato che chi eredita una copia 

dellôallele e-4 ApoE4 ha una predisposizione a sviluppare la forma ad insorgenza tradiva 

dellôAD di 4 volte mentre chi ne eredita due copie il rischio ¯ di 10 volte; inoltre, lôet¨ 

dellôinsorgenza della malattia ¯ anticipata rispetto ai soggetti che presentano gli altri alleli. 

Cô¯, poi, una lunga lista di geni rappresentanti possibili fattori di rischio, il cui ruolo va 

confermato su casistiche più vaste (Tanzi, 2012). Tra questi vi sono: ATXN1 (atassina 1), 
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CD33 (siglec 3), ed un locus non caratterizzato sul cromosoma 14 (GWA_14q31.2). 

Sembra che la variante allelica dellôatassina 1 (ATXN1), una proteina multi-dominio 

caratterizzata da code di poliglutammine (poli-Q), influisca sui livelli di Ab modulando 

lôattivit¨ b-secretasica (Zhang et al. 2010). CD33, invece, è una glicoproteina 

transmembrana di tipo I da 67 kDa appartenente alla famiglia Siglec (lectina della 

superfamiglia di immunoglobuline leganti l'acido sialico), coinvolta nelle interazioni 

cellula-cellula che regolano il sistema innato immunitario e il processo infiammatorio. Nel 

2009 altri tre nuovi geni sono stati aggiunti alla lista dei possibili fattori di rischio per 

lôAD; tra questi il gene CLU (clusterina, apolipoproteina J), CR1 (recettore del 

complemento di tipo 1) e PICALM (proteina associate alla clatrina) (Harold et al., 2009). 

Attualmente è noto che CLU interagisce con i peptidi Ab nelle placche amiloidee e si 

ritiene che CLU, insieme con CR1, possa avere un ruolo nella clearance del materiale Ab. 

Per quanto riguarda PICALM, ¯ stato accertato che ¯ implicata nellôendocitosi mediata da 

clatrina e nella direzione del traffico di VAMP2 (proteina vescicolare del complesso 

SNARE) (Zhang et al. 2010; Gu et al., 2011). 

A queste varianti alleliche, nel 2011 se ne sono aggiunte ancora altre: CD2AP, 

MS4A6A/MS4A4E, EPHA1, and ABCA7 (Seshadri et al. 2010, Hollingworth et al. 2011; 

Tanzi, 2012). Accanto ai 15 geni associati alla patogenesi dellôAD, sono state poi 

identificate anche varianti alleliche protettive della malattia tra cui quella e-2 ApoE2 ed 

una codificante per la proteina adattarice Fe65 (Corder et al., 1994; Hu et al., 2002). 

 

 

1.5 Proteine coinvolte nellôeziologia dellôAD 

 

1.5.1 Proteina Precursore dellôAmiloide (AbPP) 

 

La purificazione ed il sequenziamento di Ab dalle placche amiloidi presenti in casi di 

AD e di sindrome di Down e lôosservazione che Ab derivasse dalla maturazione 

proteolitca di una proteina molto più grande detta AbPP, precursore del peptide b 

amiloide, hanno portato allôidentificazione ed al clonaggio del gene di AbPP  (Glenner and 

Wong, 1984). 

Il gene di AbPP è localizzato sul cromosoma 21 (Korenberg et al., 1989) e ciò da 
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ragione del fatto che nella sindrome di Down, caratterizzata dalla trisomia di questo 

cromosoma, lôeccessivo dosaggio genico porta allôaumentata espressione della proteina 

AbPP, che da solo ¯ capace di indurre lôaccumulo di Ab 

dei segni anatomo-patologici della malattia di Alzheimer (Boeras et al., 2008).  

La famiglia dei geni di AbPP  di mammifero è composta da 3 membri: AbPP  le 

proteine AbPP -like, APLP1 e APLP2. Sono stati identificati geni omologhi in Drosophila 

e C.elegans (Rosen et al., 1989; Daigle et al., 1993). Tutti i membri della famiglia di AbPP  

sono proteine integrali di membrana di tipo I con un grosso dominio extracellulare N-

terminale ed un corto dominio citosolico C-terminale. Le proteine di mammifero sono 

ubiquitariamente espresse. Il gene di AbPP contiene 19 esoni, e tra questi lôesone 7, 8 e 15 

possono subire splicing alternativo, dando vita a tre diverse isoforme: AbPP695, 

AbPP751, AbPP770. Lôisoforma pi½ corta (AbPP695) è espressa esclusivamente nei 

neuroni, mentre le altre sono ubiquitarie e contengono un dominio di inibizione delle 

proteasi tipo Kunitz. 

Il dominio extracellulare di AbPP e delle proteine APLPs è sede di modificazioni post-

trasduzionali che ne aumentano notevolmente la complessità e che avvengono durante la 

sua maturazione nellôER e nel Golgi. Esso presenta, infatti, siti di O- ed N- glicosilazione, 

di sulfatazione, di fosforilazione, di legame di metalli (Cu++) e di legame dellôeparina; 

inoltre lo splicing dellôesone 15 determina la formazione di un sito di legame per il 

condroitin-solfato-glicosaminoglicano (CS- GAG) che viene utilizzato negli astrociti ma 

non nei neuroni (Annaert et al., 2002). 

 

Processing. LôAbPP può essere metabolizzata nella cellula secondo due diversi 

processi: la via a, non amiloidogenica, in quanto il sito di taglio dellôa-secretasi è proprio 

allôinterno del dominio dellôAb e la via b, amiloidogenica, che invece porta alla 

produzione di Ab. Oltre al taglio da parte delle secretasi, AbPP può essere anche substrato 

di caspasi (De Strooper et al., 2000; Zhang at al., 2011). 

La via non amiloidogenica, prevede un primo taglio mediato dallôa-secretasi, 

identificata nella metalloproteasi ADAM-10 (Marcinkiewicz and Seidah, 2000) tra la 

Lys16 e la Leu17, allôinterno della sequenza del peptide b-amiloide, impedendo in tal 

modo la generazione dello stesso. In seguito al taglio a- secretasico, avviene il rilascio di 
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un grande frammento ammino-terminale che include tutto il dominio extracellulare di 

AbPP (sAbPPa), solubile, ed un corto frammento carbossi-terminale (C83) legato alla 

membrana, che include tutto il tratto trasmembrana ed il corto dominio citosolico. C83 è 

substrato della g-secretasi, che genera il peptide p3 (Haass et al., 1993; Selkoe, 1998), non 

aggregante e non neurotossico, ed un frammento AICD (AbPP intracellular domain) di 57 

residui (Annaert et al., 2000; Cupers et al., 2001). La forma solubile di sAbPPa sembra 

agire come fattore autocrino, neuroprotettivo e forse anche neurotrofico. Il pathway 

amiloidogenico prevede che la b- secretasi tagli AbPP allôestremit¨ ammino-terminale del 

peptide Ab, generando una forma solubile di AbPP più corta, sAPPb  frammenti 

carbossi-terminali di 99 (C99) e 100 residui (C100) contenenti lôintera sequenza Ab (detti 

CTFs). Tale frammento diviene substrato della g-secretasi liberando il peptide b-amiloide 

ed il frammento AICD (AbPP  intracellular domain); questôultimo ¯ un peptide che 

corrisponde al dominio intracellulare dellôAbPP e sembra coinvolto nella regolazione 

genica. Il taglio piú importante operato dalla g-secretasi avviene a livello della Val40, 

determinando la generazione di Ab40, lôisoforma di Ab piú abbondante. Un altro taglio 

2Aa piú a valle, sempre operato dalla g-secretasi, produce un frammento Ab di 42 residui, 

detto Ab42, che rappresenta circa 10% del totale Ab (Selkoe, 1998; Golde et al., 2003).  

Negli ultimi anni, sono stati identificati altri due tipi di taglio di AbPP : un taglio, detto 

g- secretasi-like, che porta alla produzione di AICD, avviene 7 Aa più a valle del sito di 

taglio della g-secretasi che produce Ab42 (quindi pi½ vicino allôinterfaccia 

membrana/citosol), ed è stato chiamato taglio e, dal momento che assomiglia al taglio g-

secretasi-like di Notch-1. Il secondo tipo di taglio avviene, invece, a livello di un altro sito 

tra lôAsp664 e Ala665, a valle di quello riconosciuto dalla g-secretasi, su cui agisce una 

caspasi (probabilmente caspasi-3): tale taglio porta alla produzione di un peptide di 31 

amminoacidi (C31), che è neurotossico per la cellula ed è un potente attivatore apoptotico. 

Altra via di processamento di AbPP identificata, indipendente da a- e b-secretasi, 

genererebbe frammenti N-terminali di 17 e 28 KDa (Zhang et al., 2011; Vella et al., 2012). 

 

Funzioni. Nonostante gli intensi studi, la funzione di AbPP non è stata ancora ben 

definita. Topi KO per AbPP mostrano solo lievi difetti neurologici con diminuita capacità 

locomotoria, a dimostrazione che le funzioni di AbPP, AbPLP1 2 AbPLP2 sono 
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ridondanti; inoltre neuroni primari derivanti da topi KO per AbPP mostrano una vita più 

corta ed una diminuita capacità a formare neuriti, suggerendo che AbPP possa avere una 

funzione nel trasporto assonale, nellôassogenesi e nel processo di arborizzazione dendritica 

(Senechal
 
et al., 2008; Muller et al., 2012). Tra le altre funzioni di AbPP vi é quella trofica; 

nonché documentato é anche il suo coinvolgimento nella motilità cellulare assieme a Fe65, 

nella crescita neuronale, nellôadesione cellulare e nellôapoptosi (Thinakaran et al., 2008; 

Muller et al., 2012). 

Essendo una proteina integrale di membrana ed in base alle analogie che la proteolisi 

intramembrana di AbPP ha con quella di Notch, é stato ipotizzato che AbPP possa 

svolgere anche una funzione recettoriale (Nizzari et al., 2012); gran parte degli studi si 

sono concentrati sul grosso dominio extracellulare e sullôidentificazione di possibili 

ligandi, ma la ricerca non è stata molto fruttuosa. Lôunico gruppo di proteine che 

certamente interagisce con le isoforme di AbPP che contengono il dominio Kunitz è quello 

delle LRP, proteine di membrana strettamente correlate al recettore delle lipoproteine a 

bassa densità (Fuentealba et al., 2007; Holtzman et al., 2012).  

Al contrario, molti dati sono oggi disponibili sul corto dominio citosolico di AbPP , che 

rappresenta il centro di un complesso sistema di interazioni proteina-proteina. Dati recenti 

mostrano che il dominio citoplasmatico dellôAbPP  interagisce con le catene leggere della 

chinesina (Kamal et al., 2000) e che la chinesina, lôAbPP ed alcuni dei suoi frammenti 

carbossi-terminali potrebbero essere coinvolti nel trasporto assonale delle vescicole che 

contengono b-secretasi e presenilina (Kamal et al., 2001). Oltre a queste, sono state 

scoperte numerose altre proteine in grado di legare la regione C-terminale dellôAbPP, a 

livello della sequenza consenso 
682

YENPTY
687

 necessaria per lôinternalizzazione, nonchè 

strettamente coinvolta nella regolazione di interazioni intracellulari. Tale motivo é in 

comune con una serie di tirosin chinasi recettoriali (TKR) e non (TK); in particolar modo, 

il residuo di Tyr in questo motivo è fosforilato in seguito allôattivazione del dominio 

chinasico, cosicchè tale motivo, diventato NPXpY,  funziona da sito di attacco per proteine 

che posseggono un dominio detto dominio di legame alle fosfotirosine (PTB). Tra le 

proteine che posseggono il dominio PTB e che interagiscono con il motivo 
682

YENPTY
687

 

della corta coda citosolica di AbPP abbiamo: X11 (Borg et al., 1996), Fe65 (Zambrano et 

al., 1997; Minopoli et al. 2007), mDab (Howell et al. 1997), c-Abl (Zambrano et al., 2001), 

Shc (Tarr et al., 2002; Russo et al., 2002), Jip1 (Scheinfeld et al. 2002), Numb (Roncarati 
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et al., 2002) e Grb2 (Nizzari et al., 2007; Russo et al., 2005). Tra tutte queste interazioni, 

quelle di Shc, Grb2 ed Abl richiedono che la Tyr682 del motivo 
682

YENPTY
687

 sia 

fosforilata; inoltre, il legame tra ShcA, Grb2 e AbPP è abnormemente aumentato nel 

cervello dei soggetti affetti da AD (Russo et al., 2002), suggerendo una possibile 

correlazione patogenetica. La fosforilazione dellôAbPP o dei suoi CTFs potrebbe, infatti, 

attivare, attraverso ShcA e Grb2, diversi meccanismi di trasduzione del segnale, la cui 

comprensione potrebbe avere unôimplicazione sia nella funzione biologica di AbPP sia nel 

suo ruolo della patogenesi della Demenza di Alzheimer (Tarr et al., 2002a; Venezia et al., 

2004) (Fig. 1). 

 

 

  

 

1.5.2 Preseniline 1 e 2 (PS1 e PS2) 

 

PS1 e PS2 sono fosfoproteine con 8-10 domini transmembrana che si associano a 

nicastrina, APH-1 e PEN-2 per formare il cosiddetto complesso g-secretasico. Questo è un 

complesso ad alto peso molecolare coinvolto nella produzione di b-amiloide attraverso il 

taglio dellôAbPP nella sua sequenza intramembrana (De Strooper, 2003).  

Fig. 1 - AbPP e proteine adattarici coinvolte nella sua funzione di signaling 

intracellulare (Nizzari et al. 2012) 
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Le PSs sono sintetizzate nellôER e seguono la via secretoria: durante la maturazione 

sono sottoposte ad un taglio proteolitico allôinterno delle regioni idrofobiche di un ampio 

anello citosolico tra il dominio transmembrana (TM) 6 e TM 7 originando frammenti attivi 

eterodimerici N- e C-terminali. Dopo lôendoproteolisi i frammenti PS1-NTF e PS1-CTF 

rimangono come eterodimeri e si localizzano principalmente nel Golgi, sulla superficie 

cellulare e nei compartimenti endocellulari. Le PSs appena sintetizzate subiscono processi 

di maturazione e glicosilazione lungo la via di secrezione. Lôisoforma matura, altamente 

fosforilata, si accumula principalmente nel Golgi e può essere trasportata verso la 

superficie cellulare (De Strooper, 2003; Georgakopoulos et al., 1999). Una quota di PS si 

localizza anche nella membrana nucleare, nei cinetocori e nei centrosomi (Li et al., 1997).  

Come già accennato inizialmente, PS1 e PS2 fanno parte di g-secretasi, un complesso 

enzimatico ad alto peso molecolare costituito da quattro differenti proteine di membrana, le 

preseniline, nicastrina, Aph-1 e Pen-2 (De Strooper, 2003; Ahn et al., 2010). Tale attività è 

stata inizialmente identificata per il suo ruolo nella maturazione di AbPP e Notch, ma, ad 

oggi, sono state identificate ben 15 proteine transmembrana di tipo I ed un recettore 

multipasso transmembrana, bersagli di questa attività (APLP1 e 2, Erb4, E-caderina, LRP, 

CD44, p75NTR e tante altre). La g-secretasi è una aspartil proteasi abbastanza insolita ed il 

suo dominio catalitico è uno delle questioni irrisolte più intriganti ed affascinanti in 

biologia negli ultimi anni. Infatti la g-secretasi taglia i suoi substrati a livello del dominio 

transmembrana, in contrasto con la quasi totalità delle altre proteasi che sono incapaci di 

esplicare la loro funzione in un ambiente altamente idrofobico, quale è quello del doppio 

strato lipidico, e di solito non tagliano i loro substrati quando questi si trovano in una 

conformazione elicoidale. Tra le componenti di g-secretasi, la presenilina è stata la prima 

ad essere stata identificata (Wolfe et al., 1999). 

Proteine ortologhe di presenilina sono state trovate in tutti i vertebrati, invertebrati ed 

anche nelle piante. In C.elegans sono stati identificati 3 membri della famiglia delle 

preseniline: Sel-12, che presenta il 42% di omologia con la PS1 umana, e Hop-1 e Spe-4, 

che invece presentano rispettivamente il 27% ed il 17% di omologia con PS1 umana; é 

stato inoltre provato che PS1 e PS2 umane possono vicariare la funzione di sel-12 in vermi 

mancanti di questa proteina, a dimostrazione della conservazione funzionale di tali 

proteine nellôevoluzione (Smialowska et al., 2006). Anche in Drosophila melanogaster ne 

¯ stato trovato lôomologo che presenta il 57% di omologia (Boulianne et al., 1997).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Smialowska%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17047361


 22  
 

 

- Geni e mutazioni. Gain of function or loss of function? I geni di PS1 e PS2 

nellôuomo si trovano sul cromosoma 14; ad oggi sono state identificate 185 mutazioni 

missenso nel gene di PS1 e 13 mutazioni nel gene di PS2 associate con casi di FAD 

(Cacquevel et al., 2012). 

Dalla scoperta delle due preseniline e delle rispettive mutazioni correlate con lo 

sviluppo di AD familiare, i ricercatori hanno cercato di correlare il ruolo di tali proteine 

con i cambiamenti fenotipici riscontrati nei pazienti con AD e soprattutto con il taglio 

proteolitico di AbPP  e con la formazione di Ab (Selkoe, 2001; Gandy et al., 2001). Ci 

sono molti dati sperimentali che suggeriscono che le mutazioni nella sequenza delle 

preseniline causino un maggiore processamento di AbPP, con aumento della produzione 

della forma più lunga e più amiloidogenica del peptide Ab, ovvero lôAb1-42, sostenendo 

fortemente lôipotesi che un processamento anomalo di AbPP sia fondamentale per la 

patogenesi dellôAlzheimer (Borchelt et al., 1996; Scheuner et al., 1996; Citron et al., 1997; 

Murayama et al, 1999). Abbondanti depositi di Ab -42 sono stati, ad esempio, trovati nei 

cervelli di individui con mutazioni sulle PSs, in fibroblasti di pazienti FAD; in animali 

transgenici che overesprimono geni mutati della PS1; in cellule trasfettate con PS1 mutata 

(Borchelt et al., 1996; Scheuner et al., 1996; Citron et al., 1997; Xia et al., 2000; Selkoe, 

1998). Nei cervelli di soggetti con mutazione sulle PSs sono stati riscontrati livelli 

abnormemente elevati di ulteriori frammenti della Ab, troncati ai residui 3 e 11 e ciclizzati 

a piroglutammato (Ab pyro 3-42 e Ab pyro 11-42). La presenza di tali frammenti correla 

con un fenotipo particolarmente severo e precoce con esordio intorno ai 40 anni. Si 

presume che i peptidi p3-42 e p11-42 possano assumere conformazioni diverse dai peptidi 

interi 1-42 e 1-40 e che possano indurre la formazione di oligomeri tossici mantenendoli 

più a lungo attivi (Russo et al., 2000; Russo et al., 2001, Russo er al., 2002). 

Tutti questi dati sostengono pertanto lôipotesi che mutazioni sul gene di presenilina 

comportano un guadagno di funzione di questôultima e hanno, altres³, rafforzato lôipotesi 

dellôamiloide incentrandola ancora di pi½ sulla funzione di Ab42 e mostrano che le PSs 

potrebbero essere inserite nella teoria della cascata dellôamiloide per spiegare lôeziologia e 

la patogenesi della AD. Questa teoria ha due implicazioni: 1) che la causa scatenante della 

AD sia riconducibile principalmente alla deposizione di amiloide e 2) che i trattamenti 

volti a diminuire la produzione di Ab potrebbero essere efficaci.  
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Diverse evidenze sperimentali hanno tuttavia proposto una chiave di lettura diversa 

secondo la quale mutazioni su presenilina determinerebbero una perdita di funzione o ñloss 

of functionò della stessa (Shen and Kelleher, 2007; Heilig et al, 2010; De Strooper, 2007; 

Wolfe, 2007; Chávez-Gutiérrez 2012; Shioi et al., 2007). 1- Topi knock-out condizionali in 

cui è stata deleta PS1 hanno manifestato degenerazione neuronale e NFTs in assenza di 

amiloide (Saura et al, 2004), mentre modelli murini basati sullôoverproduzione di Ab non 

hanno mostrato indurre neurodegenerazione (Irizarry et al., 1997); 2- mutazioni su PS sono 

state trovate in forme di demenza frontotemporale che non mostrano amiloidosi (Raux et 

al., 2000; Amtul et al., 2002; Dermaut et al., 2004); 3- l'immunizzazione attiva o passiva 

contro Ab ha mostrato che la riduzione del carico cerebrale di amiloide non corrisponde ad 

una riduzione della gravità della demenza (Ferrer et al., 2004). 

Questi dati supportano lôidea che le mutazioni su Presenilina potrebbero portare 

neurodegenerazione attraverso meccanismi diversi dalla produione di Ab; possibilità 

supportata dal fatto che lôaumentata produzione di Ab1-42 indotta dai mutanti FAD 

potrebbe non essere correlata con lôet¨ di insorgenza della malattia causata da queste 

mutazioni (Scheuner et al., 1996; Citron et al., 1997). Inoltre, recenti lavori sembrano 

essere discordanti riguardo le proporzioni di Ab1-40, Ab1-42 e del frammento AICD 

risultanti dalle mutazioni su Presenilina; alcuni riportano, ad esempio, che lôaumentato 

rapporto tra Ab1-42/1-40 in mutanti di Presenilina sia dovuto ad una ridotta produzione di 

Ab1-40; tali mutanti mostrerebbero, inoltre, un accumulo di frammenti C-terminali di 

AbPP, substrato di g-secretasi, ed una ridotta produzione del frammento C-terminale 

AICD, rafforzando quindi lôipotesi che le mutazioni su Presenilina determinano una 

perdita di funzione dellôattivit¨ g-secretasica nei confronti di AbPP (Benthair et al., 2006; 

Kumar-Singh et al., 2006; Wiley et al., 2005; Walker et al., 2005).  

 

- Trasduzione del segnale. Oltre al loro coinvolgimento nella formazione dellôAb, le 

PSs intervengono in differenti meccanismi di trasduzione del segnale mediati da 

recettori/trasduttori che regolano diversi processi intracellulari: il traffico intermembrana, 

il signaling di Notch, la plasticit¨ neuronale, la regolazione dellôomeostasi del calcio, 

lôadesione cellulare, lôapoptosi ed il ciclo cellulare (De Strooper et al., 2010).  

Uno dei meccanismi molecolari in cui presenilina è coinvolta è il meccanismo di 

trasduzione del segnale di Wnt che controlla molti eventi durante lôembriogenesi e regola 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ch%26%23x000e1%3Bvez-Guti%26%23x000e9%3Brrez%20L%5Bauth%5D
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la morfologia, la proliferazione e la motilità della cellula. La b-catenina citosolica è un 

mediatore centrale del signaling di Wnt e il suo trafficking è mediato dalla chinasi GSK 

3a/b direttamente modulata da Wnt. La PS1 apparentemente stabilizza il complesso 

caderina/b-catenina per promuovere lôadesione cellula-cellula, mentre il taglio PS1/g-

secretasico del complesso di adesione E-caderina/b-catenina incrementa la quota del pool 

citosolico di b-catenina aumentandone la degradazione ed annullando la funzione 

trascrizionale della stessa. In questo scenario, una eventuale ñloss of functionò di 

presenilina potrebbe quindi essere correlata con un aumento dellôattivit¨ trascrizionale di 

b-catenina attraverso la disattivazione di GSK3a/b. Si può evidenziare anche come GSK-

3a/b sia apparentemente coinvolta anche nella metabolizzazione dellôAbPP, in quanto 

lôinibizione di GSK-3a/b da parte del Litio riduce la produzione di Ab (Phiel et al., 2003). 

PS1 è altresì essenziale per un corretto trafficking della N-caderina dallôER alla membrana 

plasmatica e per il taglio g ed e della E-caderina (Marambaud et al., 2002). Il significato di 

questo meccanismo per lo sviluppo dellôAD ¯ tuttora sconosciuto. 

Le PSs sono anche fondamentali per il metabolismo di Notch, recettore coinvolto nella 

regolazione del destino della cellula, del differenziamento cellulare, della proliferazione, 

dellôapoptosi e della neurodegenerazione (Artavanis-Tsakonas et al., 1999). Nello 

specifico, Notch viene tagliato da g-secretasi producendo un frammento C-terminale 

(NICD: Notch intracellular domain) che trasloca nel nucleo dove attiva la famiglia CSL dei 

fattori di trascrizione (Kopan and Goate, 1999). 

Altro substrato di PS1 é CD44, una molecola la cui funzione è quella di promuovere 

lôadesione a livello della superficie cellulare dei componenti della matrice extracellulare, 

nonché quella di regolare la crescita delle cellule tumorali e le metastasi (Murakami et al., 

2003). 

La PS1 pu¸ anche modulare lôattivit¨ del livello basale della MAP Kinasi ERK1,2 

attraverso un meccanismo dipendente da Raf e MEK (Kim et al., 2005), agendo quindi 

indirettamente nella crescita, nella proliferazione, nella sopravvivenza e nel 

differenziamento cellulare. Oltre ad ERK1/2, PS1 sembra essere un importante regolatore 

della via PI3K/Akt/GSK-3b. In totale opposizione ai dati ottenuti nel nostro laboratorio 

riportati nella presente tesi (paragrafo 3.5.2), alcuni lavori attribuiscono a presenilina il 

ruolo di attivatore di Akt e quindi, indirettamente, inattivatore di GSK-3; secondo tali 
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studi, mutazioni su PS1 inibirebbero quindi lôattivazione di tale pathway segnale 

inducendo lôiperfosforilazione di tau da parte di GSK3a-b (Baki et al., 2004).  

Altro ruolo assegnato a Presenilina 1 è quello di modulatore del processo autofagico. 

Presenilina 1 sembrerebbe legare la subunit¨ V0a1 dellôATPasi vacuolare a livello del 

reticolo endoplasmatico facilitandone la N-glicosilazione da parte della subunità STT3B 

del complesso oligosaccariltrasferasico (OST) e favorendone il trasporto verso i lisosomi. 

Mutazioni su PS1 responsabili della forma ad insorgenza precoce dellôAD sembrerebbero 

alterare tale processo autofagico, determinando lôaccumulo patogenetico di proteine e la 

morte neuronale  (Lee et al., 2010; Neely et al., 2011). Dôaltronde, la regolazione del 

processo autofagico mediata da PS potrebbe avvenire anche attraverso il pathway segnale 

PI3K, il quale è stato dimostrato avere un ruolo nella formazione delle vescicole 

autofagiche (Neely et al., 2011). 

Lôomeostasi del calcio ® un altro processo regolato da presenilina attraverso i recettori 

IP(3), i recettori della rianodina e le pompe SERCA (Woods et al., 2012).  

Altro importante ruolo svolto dalle preseniline è nel meccanismo apoptotico, dal 

momento che i mutanti FAD causano la morte cellulare o inducono eventi secondari che 

possono portare allôapoptosi (Thinakaran and Parent, 2004). Gli animali in cui i geni PS1 e 

PS2 sono deleti mostrano deficit nellôapprendimento, nella memoria, nelle funzioni 

sinaptiche e morte neuronale (Saura et al., 2004). I processi a valle di questi effetti sono 

sconosciuti, ma la scoperta che PS1 interagisce con membri antiapoptotici della famiglia di 

Bcl-2 potrebbe indicare un probabile meccanismo dôazione (Alberici et al., 1999). 

Dati i molteplici processi intracellulari nei quali Presenilina è coinvolta, non sorprende 

il fatto che tale proteina interagisca con numerose altre proteine. Oltre ad interagire con i 

componenti del complesso g-secretasico, Presenilina stabilisce, infatti, legami anche con 

proteine non appartenenti a tale complesso ma ugualmente critiche per la produzione di Ab 

(Verdile et al., 2007). PS1 interagisce inoltre con Grb2, la proteina adattatrice 

precedentemente identificata come AbPP-binding protein, suggerendo che AbPP e PSs 

parteciperebbero allo stesso meccanismo di trasduzione del segnale volto alla regolazione 

di ERK1/2 (Nizzari et al., 2007; Russo et al., 2005). Altro interattore identificato di 

Presenilina è LRP (low density receptor-related protein) il quale sembra competere per il 

taglio g-secretasico con AbPP e quindi influenzare ad ogni modo la produzione di Ab  

(Lleó A et al., 2005). 
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1.5.3 Tau  

 

Tau fu in principio scoperta nel 1975 da Weingarten et al. (Weingarten. et al. 1975) 

come una proteina che copurificava con i microtubuli e fu chiamata appunto tau per la sua 

abilit¨ di indurre ñtubule formationò. Lôinteresse per tau inizialmente fu moderato finchè fu 

dimostrato che tau iperfosforilata costituiva i ñ Paired Helical Filamentsò (PHFs) che 

rappresentano il ñcoreò dei ñNeuroFibrillary Tanglesò (NFTs) in AD (Kosik et al., 1986; 

Grundke-Iqbal I. et al., 1986; Iqbal et al., 2008) sollevando un grande ed immediato 

interesse da parte della comunità scientifica.  

La formazione dei tangles sembra essere il meccanismo finale che porta alla morte 

neuronale e possibilmente alla demenza, principale sintomo dellôAD. La tau isolata da 

questi aggregati è molto fosforilata: circa quattro volte di più della tau estratta dal tessuto 

cerebrale dei soggetti non dementi. Si ritiene che in normali condizioni fisiologiche, tau sia 

in costante equilibrio dinamico con i microtubuli e che lôaffinit¨ della proteina per i 

microtubuli sia principalmente controllata dal suo stato di fosforilazione. In condizioni 

patologiche, lôequilibrio di legame di tau ai microtubuli ¯ perturbato causando un aumento 

dei livelli citosolici della frazione non-legata della proteina, la quale è così più esposta al 

taglio proteolitico da parte di diverse proteasi cellulari e/o a profondi cambiamenti 

conformazionali culminanti in aggregazione e formazione dei grovigli neurofibrillari 

(Ballatore et al., 2007; Lasagna-Reeves et al., 2012).  

Le conseguenze patologiche di tale cascata di eventi indurrebbero i) la perdita delle 

normali funzioni cellulari di tau con conseguente disassemblaggio dei microtubuli, 

compromissione del trasporto assonale, disfunzione sinaptica e morte neuronale (perdita di 

funzione o loss of function); ii) lôacquisto di nuove funzioni tossiche da parte di forme 

tronche iperfosforilate della proteina stessa (acquisto di funzione o gain of function) che da 

un lato sequestrano il pool endogeno di tau legato ai microtubuli e dallôaltro assemblano in 

aggregati proteinacei insolubili che interferiscono stericamente con i normali meccanismi 

di traffico intracellulare (Ward et al. 2012; Halliday et al., 2012; Avila et al., 3013). 
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- Localizzazioni intracellulari di tau e rispettive funzioni. La proteina tau appartenente 

alla famiglia delle proteine associate ai microtubuli (Microtubule Associated Protein 

MAPs) è una fosfoproteina principalmente espressa, anche se non esclusivamente, nei 

neuroni. È stata, infatti, trovata anche in molti altri tessuti periferici come il cuore, il rene, 

il muscolo, il pancreas, i linfoblasti ed i fibroblasti (Thurston et al., 1996; Ingelson et al., 

1996). 

Sebbene tau sia descritta principalmente come una proteina citosolica dove risulta 

associata ai microtubili assonali e somatodendrici (Binder et al., 1985; Butner et al., 1991) 

tau, in realtà, ha molteplici localizzazioni intracellulari che riflettono le sue diverse 

funzioni.  

In veste di proteina associata ai microtubuli, tau garantisce la corretta citoarchitettura 

neuronale promuovendo lôassemblaggio e la stabilizzazione dei microtubuli citoscheletrici, 

nonché regola la crescita neuritica, il trasporto assoplasmatico, la polarità e la forma 

assonale. Ruolo meno noto della tau citoplasmatica è quello di proteina scaffold che la 

coinvolge in diverse ed importanti vie di transduzione del segnale intracellulare (Johnson 

and Stoothoff., 2004; Morris et al. 2011). 

Oltre a livello citoplasmatico, tau è stata identificata a livello della membrana 

neuronale, dove sembra far parte di complessi associati alla membrana; poiché tale 

associazione avviene attraverso il dominio N-terminale, diverso da quello utilizzato per 

lôinterazione con i microtubuli, ¯ stata proposta una funzione linker tra tale compartimento 

cellulare ed i microtubuli (Brandt et al., 1995). Altra localizzazione osservata è quella 

ribosomale, identificata sia in soggetti sani che malati di Alzheimer (Binder et al. 1995; 

Papasozomenos and Binder 1987). Infine, non ben definito è il ruolo della tau nucleare, 

identificata sia in cellule neuronali (Loomis et al., 1990; Wang et al., 1993; Brady et al., 

1995) che non neuronali (Thurston et al., 1996).  

 

- Tau nucleare. Il segnale di tau a livello nucleare appare molto intenso, puntinato e 

circoscritto a livello di piccoli organelli privi di membrane detti ñnuclear punctaò o 

ñnuclear specklesò corrispondenti a domini nucleari localizzati nelle regioni 

intercromatiniche del nucleoplasma delle cellule eucariotiche. La tau nucleare è stata 

identificata durante lôinterfase, nella  regione fibrillare densa del nucleolo, sede della 

trascrizione dellôrRNA e, durante la mitosi, a livello degli organizzatori nucleolari dei 
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cromosomi umani acrocentrici (locus dei geni dellôrRNA) (Loomis et al., 1990; Thurston 

et al., 1996); questôultima localizzazione suggerisce un ruolo di tau nella riformazione del 

nucleolo e nella biogenesi dei ribosomi e/o nella loro funzione.  

È stato, inoltre, dimostrato un legame tra tau ed il DNA a singolo e a doppio filamento 

(Hua and He, 2003; Krylova et al., 2005), dove tale legame dipenderebbe dallo stato di 

fosforilazione e di aggregazione di tau (Hua and He, 2002); tau aggregata o fosforilata non 

sarebbe, infatti, più in grado di legare il DNA. Il significato fisico del legame di tau al 

DNA non è stato, tuttavia, ancora stato chiarito (Hua et al., 2003). Fra le ipotesi vi è un 

ruolo protettivo di tau contro eventi di danno al DNA, come lo stress ossidativo acuto e lo 

stress termico (Sultan et al., 2011). Inoltre, lôidentificazione del legame di tau al DNA 

satellite pericentromerico nucleolare lascia ipotizzare ad una sua partecipazione nella 

conformazione della struttura nucleolare e/o nellôeterocromatizzazione di una parte dei 

geni ribosomali (Sjoberg et al. 2006). Questa ipotesi è rafforzata dal fatto che tau co-

localizza a livello del nucleolo con la nucleolina che é una delle principali proteine 

organizzatrici nucleolari. 

Tau co-localizza, inoltre, con i centrosomi dove sembrerebbe regolare lôassemblaggio 

dei microtubuli (Lu et al., 1993; Cross et al., 1996). Al riguardo, nel presente lavoro, la 

figura 11B dimostra chiaramente la localizzazione di tau fosforilata a livello dellôepitopo 

AT100 (p-T212-pS214) nei centrosomi di cellule in metafase, profase e telofase (tale 

localizzazione non è stata da noi osservata per altri fosfo-epitopi di tau). 

La relazione tra la proteina tau dei PHF nei casi AD e la tau nucleare non è 

immediatamente ovvia. È stato riscontrato che, in analogia con la tau degli aggregati 

neurofibrillari, la tau nucleare è altamente insolubile in SDS (richiedendo pertanto la 

solubilizzazione con acido formico per poter essere visualizzata in immunoblotting) 

(Loomis et al., 1990; Selokoe et al., 1982). Inoltre, gli aggregati neurofibrillari sono stati 

trovati anche nella regione perinucleare e intranucleare cellulare (Metuzals et al., 1988).  

 

- Struttura e isoforme. Nel cervello umano adulto sono espresse sei diverse isoforme 

della proteina tau. Tali varianti originano dallo splicing alternativo degli esoni 2, 3 e 10 

dellôunico mRNA trascritto da un gene a copia singola sito sul cromosoma 17q21. Tali 

isoforme variano dai 352 ai 441 aa in lunghezza, con un peso molecolare apparentemente 

compreso tra i 50 e i 70 kDa. Da un punto di vista strutturale, tau é una proteina modulare 
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in quanto è caratterizzata: (i) da una regione acida amino-terminale seguita da una regione 

basica, pi½ distale e ricca in prolina, che ® normalmente chiamata ñdominio di proiezioneò 

in quanto legante la membrana plasmatica; (ii) da un dominio di interazione ai microtubuli, 

che è costituito da motivi conservati ripetuti di legame alla tubulina e comprende la 

porzione carbossi-terminale della proteina (Lee et al., 1988; Goedert et al., 1989; Himmler 

et al., 1989; Buee et al., 2000). Lôaffinit¨ di tau per i microtubuli dipende (i) dal numero di 

ripetizioni carbossi-terminali leganti i microtubuli citoscheletrici (R1-R4); (ii) 

dallôinterazione con la membrana plasmatica; (iii) dalle sequenze basiche ricche in prolina 

fiancheggianti i domini ripetuti R1-R4; (iv) dallo stato di fosforilazione. Le sei isoforme 

differiscono lôuna dallôaltra i) nel numero di ripetizioni leganti la tubulina di circa 31-32 

Aa, che possono essere tre (3R-tau) o quattro (4R-tau); ii) dallôassenza (0N) o presenza di 

uno (1N) o due (2N) inserti di 29 Aa nella porzione amino-terminale della proteina non 

direttamente coinvolti nel legame ai microtubuli (Ballatore et al., 2007). Nel cervello 

umano adulto, il rapporto tra le isoforme 3R e 4R è circa 1 e le isoforme 1N, 0N e 2N 

comprendono circa il 54%, 37% e 9%, rispettivamente della tau totale. Ciascuna di queste 

isoforme ha probabilmente un particolare ruolo fisiologico poichè sono differentemente 

espresse durante lo sviluppo. Infatti nel cervello fetale ¯ espressa solo lôisoforma pi½ corta 

(3R/0N), mentre nel cervello adulto sono rappresentate tutte le altre 6 isoforme. Inoltre, 

esiste unôisoforma della proteina tau con un alto peso molecolare (120kDa) che ¯ espressa 

esclusivamente nei neuroni del sistema nervoso periferico e che contiene un esone 

addizionale nella porzione amino-terminale (Shahani and Brandt, 2002). Tau è una 

fosfoproteina e la regolazione in base allo sviluppo si estende anche al grado di 

fosforilazione: la tau fetale, infatti, può essere fosforilata in più siti rispetto alla tau adulta. 

 

- Fosforilazione e defosforilazione. Mappando i siti di fosforilazione dei PHF-tau, 

tramite spettrometria di massa, si è notato che molti dei residui fosforilati sono in sequenze 

Ser-Pro/Thr-Pro situati principalmente nelle regioni ricche di prolina (Morishima-

Kawashima and Kosik, 1996). Alcuni di questi siti possono essere rivelati con anticorpi 

che riconoscono la tau solo se fosforilata. La tau proveniente dai PHFs dei casi di AD 

migra in tre bande di apparente peso molecolare di 60, 64 e 68 kDa (Greenberg and 

Davies, 1990). La defosforilazione genera sei bande, indicando che la PHF-tau è formata 

da tutte le sei isoforme in un anomalo stato di fosforilazione (Goedert et al., 1992). 

NellôAD, almeno 30 residui di serina/treonina sono fosforilati (Morishima-Kawashima et 



 30  
 

al., 1995) e le chinasi maggiormente coinvolte nella fosforilazione abnorme di tau nella 

AD sembrano essere GSK3b, cdk5, CaM-kII. La famiglia delle MAPK chinasi (mitogen-

activated-protein kinase), che include ERK1, ERK2, p70S6 chinasi e le protein chinasi 

attivate da stress, JNK e p38 chinasi, sono note fosforilare tau ad alcuni siti presenti 

nellôAD ed inoltre lôattivazione di tali enzimi associa con la progressione della 

neurodegenerazione fibrillare (Pei et al., 2002; Stoothoff et al, 2005). Lôiperfosforilazione 

di tau osservata nei cervelli di soggetti affetti da AD può essere dovuta sia ad una 

maggiore attivazione delle chinasi, quali ad esempio la MAPK ERK1,2 sia ad una ridotta 

attività delle fosfatasi, tra cui ad esempio PP2A (protein Ser/Thr phosphatase type 2A). 

PP2A è un oloenzima eterotrimerico, che esiste in diverse isoforme composte da una 

stuttura centrale comune, legata a differenti subunit¨ regolatrici. Il cuore dellôenzima ¯ un 

complesso tra la subunità catalitica (C) e la subunità strutturale (A). Una terza classe di 

subunit¨, chiamata B, comprende parecchi polipeptidi che regolano lôattivit¨ e la 

specificità di PP2A. Altre serin/treonin protein-fosfatasi regolatrici della fosforilazione di 

tau sono PP1A e PP2B; in minor misura anche PP1. Nello specifico, è stato riscontrato che 

lôattivit¨ di PP2A e PP1A ¯ significativamente diminuita di circa il 20-30% nel cervello di 

pazienti affetti da AD; il ruolo di PP2A nella defosforilazione di tau è, inoltre, supportato 

dallôosservazione che PP2A localizza nei microtubuli dove è direttamente legata a Tau 

(Liu et al., 2005; Wang et al., 2007).  

 

- Ipotetici meccanismi di degradazione della proteina tau. Il meccanismo di 

degradazione della proteina tau non è stato ancora ben elucidato; al riguardo gli studi sono 

pochi e talvolta contrastanti. Lôaccumulo di tau allo stato fosforilato negli aggregati 

neurofibrillari rappresenta una delle caratteristiche principali della malattia di Alzheimer e 

di altre tautopatie, incluso le demenze fronto-temporali (Jucker et al., 2011). È nota 

lôazione proteolitica di tau da parte di varie proteasi in vitro, tra cui le caspasi (Canu et al. 

1998), le calpaine (Yang and Ksiezak-Reding 1995), le catepsine (Kenessey et al. 1997) e 

la trombina (Olesen 1994). Alcuni PHFs contengono tau troncata ubiquitinata a livello N-

terminale (Morishima-Kawashima et al. 1993); ma riguardo al ruolo del proteasoma nella 

loro degradazione non si hanno dati chiari (David et al., 2002). Secondo unôipotesi di 

degradazione alternativa tau viene invece degradata mediante il meccanismo autofagico 

(Caccamo et al., 2013). È stato dimostrato come in un modello murino esprimente 

l'isoforma umana di tau 4R0N portatrice della mutazione P301S, associata alla FTDP-17, 
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la stimolazione di mTOR possa indurre il meccanismo autofagico, riducendo le inclusioni 

intracellulari di tau caratterizzanti il modello murino (Schaeffer et al., 2012; Nassif et al. 

2012). Stesso meccanismo di degradazione è stato osservato in un altro modello murino 

transgenico per la tau umana (TauRD) portatrice della mutazione æK280 associata 

anchôessa alla FTDP-17. Tale modello è caratterizzato dalla formazione di aggregati 

neurofibrillari che sono stati associati ad un elevato effetto tossico. È stato dimostrato che 

stimolando la clearance degli aggergati mediante il processo autofagico, si può raggiungere 

una reversione dellôeffetto tossico degli stessi (Wang et al., 2010). 

 

 

1.6 Etiopatogenesi dellôAD: ipotesi a confronto 

 

1.6.1 Ipotesi dellôamiloide 

 

Il peptide Ab 1-42, non è solo il costituente biochimico principale delle placche senili, 

ma gioca anche un importante ruolo nellôeziopatogenesi della malattia. Sulla base 

dellôipotesi pi½ accreditata, quella dellôamiloide, lôevento scatenante la patologia sarebbe 

lôaccumulo nel cervello del peptide neurotossico Ab (in forma fibrillare o oligomerica) 

conseguente ad uno squilibrio tra la sua produzione e/o rimozione, portando in ultimo alla 

degenerazione neuronale e alla demenza clinica (Hardy and Selkoe, 2002). Tale ipotesi é 

supportata dalle seguenti evidenze sperimentali: i) le mutazioni a carico di AbPP e di 

presenilina 1 o 2, geneticamente associate a casi familiari di AD, portano ad un aumento 

della produzione e/o dellôaccumulo di specie Ab1-42, considerate le più neurotossiche; ii) 

persone affette da sindrome di Down (trisomia del cromosoma 21), che possiedono una 

terza copia di questo cromosoma, sviluppano placche di Ab in fasi precoci della loro vita; 

iii) in alcuni soggetti con  mutazioni nella regione di promozione di AbPP si ingenera una 

sovraproduzione di AbPP (Rovelet-Lecrux et al., 2006). Diversamente da quanto si 

riteneva inizialmente, fu dimostrato che gli oligomeri solubili e diffusibili di Ab, ma non le 

placche extracellulari insolubili, sono gli effettivi mediatori e perpetuatori del processo 

neurodegenerativo. LôAb solubile subirebbe una serie di cambiamenti conformazionali 

(misfolding) con acquisizione di una struttura b-sheet che la renderebbero più prona ad 

aggregarsi in oligomeri/polimeri insolubili costituenti il core delle placche extracellulari. 
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La neurotossicitá degli oligomeri solubili di Ab è dimostrata anche dalla loro capacitá di 

inibire il potenziamento a lungo termine (LTP Long-Term Potentiation), di causare 

disfunzione mitocondriale e stress ossidativo, di alterare lôomeostasi ionica intracellulare, 

di indurre iperfosforilazione di tau e disassemblaggio dei microtubuli con conseguente 

compromissione del trasporto assonale, provocando infine eventi abortivi del ciclo 

cellulare (Blennow et al., 2006; Reddy, 2009). 

1.6.2 Ipotesi del ciclo cellulare 

 

Nonostante i numerosi dati sperimentali che supportano lôipotesi dellôamiloide, ricerche 

più recenti hanno messo in dubbio la veridicità di tale ipotesi. La mancata correlazione tra 

il numero di placche e la severità della malattia, il mancato effetto di trials sperimentali di 

vaccinazione verso il peptide Ab che hanno mostrato ridurre in parte le placche senza una 

sostanziale reversione del fenomeno, modelli murini knock-out per Presenilina 1 che 

hanno mostrato morte neuronale ed iperfosforilazione di tau senza placche 

amioloidogeniche, hanno lasciato formulare ipotesi alternative per cercare di correlare i 

diversi processi neuropatologici (Hardy, 2009; Zhu et al., 2004). Una delle teorie parallele 

e complementari a quella dellôamiloide, definita come ñipotesi del ciclo cellulareò, 

suggerisce che AbPP potrebbe indurre neurodegenerazione agendo come un recettore di 

superficie, il quale, attraverso lôinterazione con proteine adattatrici, potrebbe modulare un 

pathway segnale non ancora completamente chiarito, la cui alterazione potrebbe 

distruggere lôomeostasi neuronale, causare danno neuronale ed indurre la riattivazione del 

ciclo cellulare in neuroni post-mitotici, inducendo infine la morte neuronale (Venezia et al. 

2007; Nizzari et al., 2007; Zhu et al. 2004; Woods et al., 2007; Lopes et al., 2009; Bonda et 

al., 2010; Moh et al., 2011). Dôaltronde lôipotesi che AbPP possa modulare un signaling 

intracellulare non è impossibile date le sue confermate caratteristiche recettoriali e le 

interazioni stabilite con proteine adattatrici coinvolte in pathway di trasduzione del segnale 

intracellulare (Nizzari et al., 2012).  

A sostegno dellôipotesi del ciclo cellulare vi sono dati sperimentali che dimostrano che i 

neuroni presenti nel cervello di soggetti affetti da AD tentino una riattivazione del ciclo 

cellulare prima di morire e che eventi associati allôaneuploidia (Boeras et al., 2008; Raina 

et al., 2004) e difetti del ciclo cellulare, come la scorretta segregazione dei cromosomi e la 

trisomia 21, siano correlati con la presenza di mutazioni su AbPP e PS. Osservazioni 
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sempre pi½ numerose suggeriscono che unôaberrante attivazione del ciclo cellulare possa 

indurre la formazione di tangles neurofibrillari con iperfosforilazione della proteina tau nei 

cervelli di soggetti AD. Ad esempio il complesso p25/cdk5 iperfosforila Tau e riduce la 

sua capacità di legarsi ai microtubuli (Patrick et al., 1999). Diverse evidenze sperimentali 

supportano la correlazione tra lôiperfosforilazione della proteina tau e lôanormale rientro 

nel ciclo cellulare di neuroni post-mitotici di soggetti affetti da AD: 

1. la tau proveniente dai tessuti cerebrali fetali, ancora in grado di dividersi, ha un 

elevato contenuto di fosfato che viene riconosciuto da anticorpi specifici (Illenberger et al., 

1998); in parecchie linee cellulari la fosforilazione di tau viene specificamente aumentata 

durante la mitosi (Pope et al., 1994; Preuss et al., 1998; Illenberger et al., 1998 ): 

2. è stato dimostrato uno stretto legame tra lôapoptosi ed i meccanismi del ciclo 

cellulare; lôinduzione della mitosi in cellule neuronali post-mitotiche porta inevitabilmente 

alla morte cellulare (Raina et al., 2004); 

3. i livelli di apoptosi sono elevati nei tessuti cerebrali ippocampali nei casi di AD 

(Raina et al., 2004); 

4. sono state evidenziate anomalie cromosomiche e genetiche quali trisomie e 

aneuploidie localizzate in neuroni postmitotici nellôadulto, ed in particolare in soggetti 

affetti da AD, suggerendo un possibile tentativo di duplicazione genetica (Geller et al., 

1999; Boeras et al., 2008). 

Lôattuale ipotesi per la fosforilazione di tau e lôattivazione del ciclo cellulare, sostiene 

che i neuroni di soggetti affetti da AD provino a rientrare in una fase proliferativa come 

risultato di qualche stimolo sconosciuto e questo porterebbe le cellule verso il collasso del 

citoscheletro o verso lôapoptosi spiegando la massiva morte dei neuroni nei cervelli di 

soggetti affetti da AD. 

In accordo con quanto finora esposto, a livello dei neuroni corticali di pazienti affetti da 

Alzheimer si documentano elevati livelli di marcatori del ciclo cellulare che dimostrano la 

tendenza a spostarsi dalla fase di quiescenza verso una fase di divisione cellulare. Tali 

marcatori consistono in un accumulo di cicline, di chinasi ciclina-dipendenti e di inibitori 

delle chinasi ciclina-dipendenti (Delobel et al., 2006; Modi et al., 2012). Una molecola di 

interesse fra le chinasi ciclina-dipendenti (Cdks) è Cdk5, proteina priva di funzioni note 

nellôambito del ciclo cellulare, ma che appare particolarmente espressa nei neuroni post-

mitotici (Monaco et al, 2005). Unôalterazione di regolazione di Cdk5, porterebbe secondo 
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alcuni autori, allôattivazione di p38 e conseguentemente allôaumentata espressione di c-

Jun, che in ultima analisi contribuirebbe significativamente alla neurodegenerazione 

nellôAlzheimer (Chang et al, 2012). Ĉ stata, inoltre, identificata una regione di linkage a 

livello di 9p21.3 nei pazienti affetti da malattia di Alzheimer ad esordio tardivo (late-onset 

AD). Tale regione contiene CDKN2A, che regola la progressione verso la fase G1 del 

ciclo cellulare e che potrebbe rappresentare un fattore di suscettibilità per la malattia di 

Alzheimer (Zuchner et al, 2008).  

 

 

1.7 Razionale della ricerca 

 

In questo scenario risalta il fatto che tau sia fisiologicamente fosforilata durante la 

mitosi (Delobel et al., 2002), mentre la dis-regolazione della sua fosforilazione è associata 

ad eventi patologici e lôAD ¯ sicuramente uno di questi. Lôipotesi da cui trae origine il 

lavoro di ricerca della presente tesi, si basa sullôidea che nei casi AD lôiperfosforilazione di 

tau, oltre a determinarne il distacco dai microtubuli e la conseguente aggregazione sotto 

forma di tangles, induca in neuroni post-mitotici lôaberrante riattivazione del ciclo 

cellulare precedente e scatenante la morte di questi ultimi. La teoria del ciclo cellulare, 

teoria parallela e complementare allôipotesi dellôamiloide, attribuisce ad AbPP un ruolo 

recettoriale mediante il quale tale proteina modulerebbe un pathway segnale non ancora 

completamente identificato, la cui alterazione potrebbe distruggere lôomeostasi neuronale, 

causare danno neuronale ed indurre la riattivazione del ciclo cellulare in neuroni post-

mitotici, inducendone infine la morte (Venezia et al. 2007; Nizzari et al., 2007; Zhu et al. 

2004; Woods et al., 2007; Lopes et al., 2009; Bonda et al., 2010; Moh et al., 2011). In tale 

quadro neurodegenerativo la fosforilazione di tau rappresenterebbe lôultimo evento 

molecolare del signaling intracellulare mediato da AbPP, nonché il meccanismo chiave 

dellôaberrante rientro neuronale nel ciclo cellulare. Oltre alle diverse evidenze sperimentali 

supportanti la correlazione tra lôiperfosforilazione della proteina tau e lôanormale rientro 

nel ciclo cellulare di neuroni post-mitotici di soggetti affetti da AD (Preuss et al., 1998; 

Illenberger et al., 1998; Keeney et al., 2012), è stato dimostrato al riguardo che AbPP 

regola i livelli di fosforilazione di ERK1/2 e lôandamento della proliferazione cellulare, e 
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che lôinterazione tra AbPP e Grb2 è considerevole nelle cellule in proliferazione, nonché 

aumentata a livello corticale nei soggetti affetti da AD (Nizzari et al., 2007). 

In questo scenario, si deve considerare che anche PS1 interagisce con Grb2 e 

modulerebbe lôattivit¨ della chinasi ERK1/2 attraverso un meccanismo dipendente da Raf e 

MEK, nonché attraverso la via PI3K/Akt/GSK-3a/b (Nizzari et al., 2007). La nostra 

ipotesi prevede quindi che sia AbPP sia PS1 partecipino allo stesso meccanismo di 

trasduzione del segnale attraverso Grb2. Dati recenti mostrano che Grb2 attraverso 

lôinterazione con AbPP e con PS1, regola la chinasi ERK1/2 in particolare durante la 

mitosi (Venezia et al., 2007; Nizzari et al., 2007). In modo dipendente da BACE 1, Grb2 è, 

infatti, il principale modulatore della trasduzione del segnale delle MAPK e anche di 

quella di PI3K (Yamazaki et al., 2002) e, considerando che alcuni fosfoepitopi patogenici 

di tau sono normalmente attivati nelle cellule proliferanti durante il ciclo mitotico 

(Illenberger et al., 1998; Lambourne et al., 2005; Yoshida and Goedert, 2006; Zheng-

Fischhofer et al.,1998; Vincent et al., 1998; Yang et al., 2006), lôipotesi ¯ che AbPP e 

Presenilina possano contribuire alla regolazione della fosforilazione di tau, molto 

probabilmente attraverso Grb2, e che una modulazione anormale di questo segnale possa, 

in ultima analisi, portare a meccanismi neurodegenerativi.  

Parte del lavoro di questa tesi è stato pubblicato sul Journal of Alzheimer Disease, 

ñAmyloid-protein precursor regulates Phosphorylation and cellular compartmentalization 

of microtubul associated protein Tauò, in cui abbiamo dimostrato che lôoverespressione di 

AbPP pu¸ indurre una cascata di trasduzione del segnale che induce unôanormale 

attivazione di MAPK ERK1,2 ed una aumentata crescita cellulare
 
(Nizzari et al., 2007; 

Nizzari et al., 2012). In questa tesi presentiamo altresì ulteriori dati approfondendo questo 

aspetto, evidenziando come lôoverespressione di AbPP, o il blocco del suo normale 

processamento indotto dal una ñloss of functionò di PS, moduli la distribuzione di fosfo-tau 

tra i pools citoscheletrico e nucleare; tale step molecolare potrebbe essere richiesto sia per 

la regolazione del ciclo cellulare (Vincent et al., 1998; Preuss 1998; Illenberger et al., 

1998) sia per la formazione di aggregati neurofibrillari, entrambi marcatori neuropatologici 

caratterizzanti la malattia di Alzheimer. 
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Capitolo 2 

 

MATERIALI E METODI  

 

 

 

2.1 Colture cellulari 

 

Le linee cellulari utilizzate in questo studio sono state: 

- MEF (mouse embryonic fibroblasts) wild type (MEF wt), knock-out per AbPP  e 

APLPs (MEF1.1) e knock-out per presenilina 1 e 2 (MEF PS1-/- PS2-/-); 

- HEK293 (human embryonic kidney) wild type (HEK wt) e stabili per AbPP, ossia 

sia trasfettate stabilmente con un vettore codificante per AbPP (HEK AbPP ); 

- A1 mes c-myc (mouse embryonic mesencephalon) (Chambery et al., 2009); 

- amniociti di pazienti controllo e affetti da Trisomia 18 e 21 (Sindrome di Down). 

Le cellule MEF, HEK293 e gli amniociti sono mantenuti in coltura a 37°C in atmosfera 

umidificata, con il 5% di CO2 in terreno D-MEM (Dulbeccoôs Modified Eagleôs Medium) 

(EuroClone Paignton-Devon, UK), con lôaggiunta di siero bovino alla concentrazione del 

10% (Gibco/Life Technologies Rockville, MA), L-glutammina 0,5 mM (EuroClone, 

Paignton-Devon, UK

EuroClone, Paignton-Devon, UK). La linea cellulare A1 mes c-myc, generata da 

mesencefalo embrionale di topo, é mantenuta in terreno MEM/F12 (Gibco/Life 

Technologies) supplementato con siero bovino (10%), L-glutammina e antibiotici 

(penicillina e streptomicina). Le cellule sono differenziate mediante privazione del siero 

dal terreno di crescita e lôaggiunta di cAMP (1mM) (Sigma, Saint Louis, MO, USA). 
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Tutte le linee cellulari riportate sono amplificate al raggiungimento della confluenza; 

tale processo viene eseguito lavando le cellule con PBS (8 g/l NaCl, 0.2 g/l KCl, 1.15 g/l 

Na2HPO4, 20 mg/l KH2PO4, PBS tablets, ICB Biomedicals), in modo tale da allontanare 

il terreno di coltura e le cellule morte in esso contenute, fonte di probabile contaminazione, 

e, in special modo, il siero, che inibisce lôazione dellôenzima tripsina (Tripsin-EDTA, 

Gibco). Questôultima viene, infatti, successivamente utlizzata per rompere i legami 

peptidici tra le cellule aderenti al substrato e questôultimo in modo tale da permettere il 

loro recupero e la successiva opportuna diluizione in nuove piastre. 

 

 

2.2 Anticorpi 

 

Per la rivelazione delle proteine di nostro interesse abbiamo utilizzato i seguenti 

anticorpi: 

- lôanticorpo murino specifico per la proteina Tau (Tau 5) (Abcam, Cambridge, UK) 

diluito 1:100 per immunofluorescenza e per immunoistochimica e 1:800 in western 

blotting; 

- lôanticorpo policlonale specifico per la tau totale murina e umana (BR134) (Goedert et 

al. 1989 a,b). 

- lôanticorpo murino specifico per la proteina Tau quando ¯ fosforilata a livello dei 

residui Thr 212 e Ser 214 (AT100) (Autogen Bioclear - Innogenetics, Wilshire, UK) 

diluito 1:100 per immunofluorescenza, 1:1000 per  immunoistochimica 

immunoistochimica e 1:500 in western blotting; 

- lôanticorpo murino specifico per la proteina Tau quando ¯ fosforilata nel residuo 

Thr181 (AT270) (Autogen Bioclear - Innogenetics, Wilshire, UK) diluito 1:100 per 

immunofluorescenza, 1:1000 in immunoistochimica, e per immunoistochimica e 1:500 in 

western blotting (Goedert et al., 1994);  

- lôanticorpo murino specifico per la proteina Tau quando ¯ fosforilata nel residuo 

Ser201 e Thr 205 (AT8) (Autogen Bioclear - Innogenetics, Wilshire, UK) diluito 1:100 per 

immunofluorescenza, 1:1000 per immunoistochimica e 1:800 in western blotting (Goedert 

et al., 1995);  

- lôanticorpo murino specifico per la proteina Tau quando ¯ fosforilata nel residuo 

Thr231 (AT180) (Autogen Bioclear - Innogenetics, Wilshire, UK) diluito 1:100 per 
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immunofluorescenza e per immunoistochimica e 1:800 in western blotting (Goedert et al., 

1994); 

- lôanticorpo murino specifico per la proteina Tau quando ¯ fosforilata nel residuo 

Ser422 (p-Ser422) (Autogen Bioclear - Innogenetics, Wilshire, UK) diluito 1:100 per 

immunofluorescenza e per immunoistochimica e 1:3000 in western blotting;  

- lôanticorpo specifico per ShcA (Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY) diluito 

1:200 per lôimmunoprecipitazione; 

- lôanticorpo monoclonale murino specifico per Grb2 (Transduction Laboratories, 

Lexington, KY), diluito 1:5000 per lôimmunorivelazione; 

- lôanticorpo specifico per Grb2 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) diluito 

1:100 per lôimmunofluorescenza e lôimmunoistochimica 

- gli anticorpi specifici per p44/42 ERK non fosforilato e per p44/42 ERK fosforilato 

(Cell Signaling Technology, Beverly, MA), usati entrambe alla diluizione 1:1000 per 

lôimmunorivelazione; 

- lôanticorpo specifici per PP2A totale (subunita c) (Cell Signaling Technology, 

Beverly, MA, cod. 2038), usato alla diluizione 1:1000 per lôimmunorivelazione; 

- lôanticorpo specifici per a-PP2A fosforilata (Y307) (Abcam, Cambridge, UK, cod. 

ab32104), usato alla diluizione 1:5000 per lôimmunorivelazione; 

- lôanticorpo specifico per lc3 (CeNovus Biologicals, Littleton, USA) usato alla 

diluizione  1:750 per immunoistochimica e 1:1000 per lôimmunorivelazione; 

- Il monoclonale specifico per la fosforilazione in Ser9 dellôIstone H3 (Cell Signaling 

Technology, Beverly, MA), usato 1:100 in immunofluorescenza; 

- lôanticorpo specifico per lôa-tubulina (Abcam, Cambridge, UK) alla concentrazione di 

1mg/mL sia per immmunofluorescenza che per western blot; 

- lôanticorpo specifico per GAPDH (Millipore, Billerica, MA), usato alla diluizione 

1:5000 in western blot. 

- anticorpi secondari Alexa 488, 568 e 350 (Molecular Probes, Eugene, OR) che 

emettono rispettivamente nel verde, nel rosso e nel blu diluiti 1:200 specifici o per topo o 

per coniglio; 

 

 

2.3 Farmaci e droghe 
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Tutti i reagenti sono della Sigma (Saint Louis, MO) se non altrimenti specificato: 

- DAPT (N-[N-(3,5-Difluorophenacetyl)-L-alanyl]ȤS-phenylglycine t-butyl ester) 

inibitore completo di g-secretasi; 

- PD-98059, inibitore di MAPK kinasi; 

- LY-294002, inibitore di PI3K; 

- Leptomicina B, inibitore dellôesporto nucleare di proteine con sequenza NES; 

- Selenato di sodio (Na2SO4). Il selenato di sodio é presente in natura in molti alimenti 

come noci brasiliane, semi di senape e prodotti freschi. In quanto costituito dal selenio, un 

oligonutriente essenziale per l'uomo, noto per le sue proprietà biologiche benefiche, il 

selenato di sodio è oggetto di diversi studi sperimentali che mirano all'investigazione di 

una sua potenziale azione terapeutica in diverse condizioni patologiche, soprattutto quelle 

neurodegenerative (Rayman, 2000; Benton et al., 2002). Di maggiore notorietà è 

sicuramente il ruolo neuroprotettivo del selenio, il quale ha mostrato migliorare i deficit 

cognitivi in un modello murino di demenza e ridurre la fosforilazione di tau e l'attivitá g-

secretasica modulando quindi la produzione dei peptidi Ab 1-40/1-42 in un modello 

murino overesprimente la selenioproteina M (Cardoso et al., 2010; Ishrat et al., 2009; Yim 

et al., 2009). Recentemente è stato tuttavia testato anche l'effetto protettivo del selenato di 

sodio in due modelli murini di tautopatia umana (transgenici per  le forme umane di tau 

P301L e tau K369I) in cui tale composto ha mostrato ridurre la fosforilazione di tau e la 

formazione di aggregati neurofibrillari, migliorando anche la loro performance motoria e 

mnemonica e prevenendo la neurodegenerazione. Dati sperimentali hanno dimostrato che 

il meccanismo molecolare attraverso il quale agisce il selenato di sodio sia la 

stabilizzazione del complesso PP2A-tau. È noto che nei cervelli AD l'attività della fosfatasi 

PP2A è ridotta; in questo scenario, il selenato di sodio promuoverebbe l'attività di tale 

enzima favorendo la defosforilazione di tau (van et al., 2010; Corcoran et al., 2010). 

 

 

2.4 Costrutti 

 

Il costrutto AbPP -EGFP ¯ stato ottenuto come segue: lôAbPP 695 umana clonata nel 

vettore pRc/CMV (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA) è stata il templato per la 

reazione di mutagenesi (QuickChange® mutagenesis kit, Stratagene, La Jolla, CA). Un set 

di primers, 5ô-GAGCAGATGCAACCGGTCCCCCGCCACAGC-3ô senso e 5ô-
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GCTCAAGAACTTGGCGGTTGGATTTTCG-3ô sono stati disegnati per aggiungere il 

sito di taglio per AgeI e rimuovere lo stop codon allôestremit¨ 3ô dellôAbPP. Il DNA 

mutato è stato digerito e legato attraverso i siti SacII ed AgeI del vettore pEGFP-N1 

(Clontech Laboratories, Mountain View, CA).  

 

 

 

2.5 Trasfezione di DNA  

 

a. Trasfezione con lipofectamina 

Le cellule sono piastrate su vetrino in multi-well da 24 pozzetti ad una densità di 

100.000 cellule/vetrino e sono state quindi trasfettate con lipofectamina 2000 (Invitrogen 

Corporation, Carlsbad, CA) secondo il seguente protocollo: 2mg di DNA/vetrino e 1ml di 

Lipofectamina per ogni mg di DNA. Si preparano due differenti tubi eppendorf con 

ciascuna 50ml di Optimem (Gibco, Auckland, NZ); nella prima si mette il DNA nella 

quantità necessaria e nella seconda si mette la Lipofectamina in adeguato rapporto. Dopo 

unôincubazione di 5 minuti a temperatura ambiente si unisce il contenuto delle due 

eppendorf e si incuba per 15 minuti a temperatura ambiente; trascorso tale tempo si 

trasferisce la miscela di trasfezione goccia a goccia nei vari pozzetti.  

 

b. Trasfezione con Calcio fosfato 

Le cellule sono piastrate su vetrino in multi-well da 24 pozzetti ad una densità di 

100.000 cellule/vetrino e sono state quindi trasfettate con calcio fosfato secondo il 

seguente protocollo: si prepara la soluzione HBS 2x (Hepes 42mM, NaCl 275mM, KCl 

10mM, NaH2PO4 1,4mM, glucosio 10mM, pH=7,10) e la soluzione 0,25M di CaCl2. Si 

mettono 2 mg di DNA in 40 ml di HBS 2x e dopo unôincubazione di 5 minuti a temperatura 

ambiente si aggiungono 40 ml di CaCl2 0,25M. Dopo 15 minuti di incubazione si 

trasferisce la miscela di trasfezione goccia a goccia nei vari pozzetti. 

 

 

2.6 Immunofluorescenza  
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Gli esperimenti di immunofluorescenza sono stati svolti seguendo il seguente 

protocollo:  

- 1 lavaggio da 2 minuti con PBS; 

 - fissazione delle cellule; sono stati usati due metodi diversi a seconda della proteina 

target investigata: 

a. Metanolo freddo (-20°C) per 30 secondi per la colorazione di fosfo-tau; 

b. Paraformaldeide (4%, PH 7.4) (4°C) per 15 minuti per la colorazione di tutte le 

altre proteine. Tale fissazione richiede la successiva incubazione delle cellule con la 

glicina (0,1 M, pH 2.1) che permette di mascherare tutti i legami aldeidici scoperti della 

paraformaldeide che ha immobilizzato il campione, evitando così che l'anticorpo che 

verrà aggiunto successivamente si leghi in modo aspecifico (con legami idrogeno, forza 

di Van der Waals) al campione. 

- 3 lavaggi da 5 minuti con PBS; 

 - permeabilizzazione con Triton X-100 (0,1%) per 10 minuti (step eseguito a seconda 

della proteina target investigata) 

- trattamento con anticorpo primario (1:100) in PBS con il 10% di NGS per 45 minuti;  

- 3 lavaggi da 5 minuti con PBS;  

- trattamento con anticorpi secondari (1:300) in PBS con il 10% di NGS per 45 minuti.  

- 3 lavaggi da 5 minuti con PBS; 

Dopo questa sequenza di passaggi i vetrini devono essere posizionati sui vetrini 

portaoggetto in modo da poterli osservare al microscopio: può essere utilizzato un normale 

microscopio a fluorescenza oppure un microscopio confocale. A tale scopo si lava il 

vetrino portaoggetto con etanolo e lo si lascia asciugare; si mette cosí una goccia di 

Mowiol sul vetrino portaoggetto e vi si appoggia il vetrino con le cellule capovolgendolo 

in modo da avere le cellule a contatto con il Mowiol. A questo punto si applica una leggera 

pressione sul vetrino per eliminare la maggior parte delle bolle dôaria presenti tra i due 

vetrini ed una volta asciugato il Mowiol si procede allôanalisi al microscopio a 

fluorescenza. 

 

 

2.7 Saggio MTT 

 

    Il test dellôMTT ¯ un saggio di citotossicità colorimetrico che permette di testare la 

proliferazione e la vitalit¨ cellulare ed in particolare lôefficienza mitocondriale. LôMTT 
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(bromuro di 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil tetrazolio) è un sale di tetrazolio che nel 

caso di cellule vitali viene ridotto dallôambiente altamente riducente delle cellule 

proliferanti per azione della deidrogenasi mitocondriale. La riduzione dellôMTT determina 

la formazione di cristalli di formazano che attribuiscono la caratteristica colorazione 

violacea ai mitocondri delle cellule vitali. Al contrario in cellule non proliferanti o morte 

aventi quindi mitocondri non attivi, lôMTT non verr¨ ridotto con una conseguente 

colorazione violacea meno intensa. Questo saggio di citotossicità è stato utilizzato come 

analisi preliminare per misurare la proliferazione cellulare. Le cellule sono state seminate 

in piastre da 24 pozzetti alla concentrazione di 1 x 10
4
 cellule/pozzetto. Una volta adese 

alla superficie della piastra sono state private del siero per 48 ore prima di iniziare il 

saggio,  ogni giorno. Il saggio prevede i seguenti passaggi: 

- lôeliminazione del terreno di crescita e 3 lavaggi con PBS; 

- lôaggiunta ad ogni pozzetto della soluzione di MTT in PBS alla 

concentrazioone finale di 0,5 mg/mL e incubazione delle cellule per 2 ore a 37°C (il 

tempo dôincubazione non deve superare le 4 ore dato che lôMTT ¯ citotossico); 

- rimozione dellôMTT e aggiunta in ciascun pozzetto di 1ml di DMSO per 

sciogliere i cristalli di formazano formatisi;  

- lettura spettrofotometrica alla lunghezza dôonda di 570 nm (Victor II, Perkinï

Elmer, 253 Milan, Italy). La vitalità cellulare è stata calcolata misurando la differenza in 

termini densità ottica tra i campioni trattati rispetto ai controlli. 

 

 

2.8 Saggio BrdU 

 

Il saggio della BrdU sfrutta la proprietà di questo composto sintetico di essere un 

analogo sintetico della timina, per cui viene incorporato nel DNA delle cellule proliferanti, 

rappresentando un buon indicatore delle cellule che sono in fase mitotica del ciclo 

cellulare. Le cellule sono state seminate in piastre da 24 pozzetti alla concentrazione di 1 x 

10
4
 cellule/pozzetto. Una volta adese alla superficie della piastra, sono state private del 

siero per 48 ore prima di iniziare il saggio, ogni giorno. Il saggio prevede lôincubazione 

delle cellule con la BrdU per 4 ore; successivamente le cellule sono lisate e marcate con un 

anticorpo specifico per la BrdU (kit Roche). Quindi si è procede con la lettura 

spettrofotometrica alla lunghezza dôonda di 570 nm (Victor II, PerkinïElmer, 253 Milan, 

Italy). La duplicazione cellulare è stata calcolata misurando la differenza in termini densità 
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ottica tra i campioni trattati rispetto ai controlli. 

 

 

 

 

 

 

 

2.9 Western blot 

 

2.9.1 Estrazione delle proteine 

 

a. Estrazione delle proteine totali 

Le cellule sono lisate in ghiaccio, con un buffer contenente NaCl 100 mM, Tris 10 mM, 

pH=7,6 EDTA 10 mM, NP40 0,5%, acido colico 0,5%. Dopo unôincubazione di 10 minuti, 

il lisato viene centrifugato a 200 g per 10 minuti a 4°C.  

Per la preparazione degli estratti proteici da sottoporre ad SDS-PAGE, le cellule sono 

state raccolte in PBS freddo, risospese in RIPA buffer (50mM Tris-HCl, pH=7.2, 100mM 

NaCl, 5mM EDTA, 1% NP4O, 0,5% acido deossicolico, 0,1% SDS) in presenza di una 

miscela di inibitori di proteasi (complete EDTA free e 1mM PMSF ï Roche Applied 

Science) e gli inibitori di fosfatasi (10mM NaF e 1mM Na3VO4) e tenute in ghiaccio per 

circa 30 minuti. Successivamente gli estratti sono stati centrifugati a 14000 rpm per 10ô 

(4°C) per eliminare i detriti cellulari e le membrane. Il surnatante è stato invece recuperato 

e sottoposto alla conta della concentrazione proteica mediante metodo di Bradford.  

 

b. Separazione membrane e nuclei (Kit quiagen) 

Per la separazione delle proteine citoplasmatiche da quelle nucleari è usato il Q-

proteome Cell Compartment kit della quiagen (Cat. 37502). 

 

c. Separazione delle frazioni proteiche solubili e insolubili 

Il principio di separazione della frazione proteica solubile da quella insolubile sfrutta 

due proprietà della proteina tau: la sua solubilità in acido perclorico 2.5%, alta 

concentrazione di sali (0.8 N NaCl) e sucrosio e la sua insolubilit¨ in detergenti quali lôN-
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Lauroylsarcosine, comunemente noto come Sarcosyl. Tale tecnica di estrazione delle 

proteine è stata usata principalmente per i tessuti cerebrali murini. 

Tessuti di cervello (conservati a -80ºC) sono stati pesati e omogenizzati in un buffer di 

estrazione freddo (25mM Tris-HCL pH7.4 1M, 150mM NaCl 1M, 1mM EDTA, 100 mM, 

1mM EGTA, 100 mM, 5mM NaPyrophosphate, 100 mM, 10mM B glycerophosphate, 100 

mM, 30mM NaFluoride 500mM, 10mM NaVanadate100 Mm, completo di inibitori di 

proteasi). Gli omogenati sono stati centrifugati per 15 minuti a 80000 rpm (4°C) ed il 

surnatante, costituente la frazione solubile proteica, è stato recuperato e conservato a           

- 20°C per la successiva analisi biochimica. Il pellet è stato risospeso in un secondo buffer 

di estrazione (0.8M NaCl 1M, 10% Sucrose, 10mM Tris-HCl pH7.4 1M, 1mM 

EGTA100mM, inibitori di proteasi), lasciato in ghiaccio per circa 20 minuti e centrifugato 

per 20 minuti a 6000 rpm. Al surnatante è stato aggiunto il  buffer 1% sakosyl (Sigma, 

L9150) ed è stato incubato per 1 ora a temperatura ambiente in lieve agitazione. Dopo aver 

centrifugato per un 1 ora a 80000 rpm, il pellet è stato risospeso in 50 mM Tris-Hcl pH 7.4 

(300 mg/g tessuto). 

 

2.9.2 Conta della concentrazione proteica (Saggio di Bradford ) 

Aliquote opportune delle miscele proteiche da analizzare sono state diluite ad 800 ml 

con acqua, dopodiché ai campioni è stato aggiunto 200 ml di reagente Bradford, e le 

rispettive letture spettrofotometriche sono state determinate alla lunghezza dôonda di 595 

nm. Per risalire alla concentrazione delle proteine ci si è serviti di una retta di taratura 

costruita sulla base dei valori di assorbanza ottenuti con quantità note di albumina di siero 

bovino (BSA).  

 

2.9.3 Preparazione dei campioni 

A seconda delle proteine target da analizzare, sono state utilizzate concentrazioni 

proteiche diverse da risolvere su del di SDS-poliacrilamide. Lôestratto proteico da 

analizzare mediante western blot è stato risospeso in sample buffer (SDS 8%, 24% 

glicerolo, 100 mM Tris, 100 mM Tricina, 15 mg Ditiotreitolo, 0,05% blue di Comassie). I 

campioni e il marcatore di peso molecolare (Biorad) sono stati denaturati a 99ÁC per 5ô 

prima di essere caricati su gel. 

 

2.9.4 Elettroforesi e trasferimento 
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La preparazione del gel viene effettuata con una percentuale di acrilamide standard per 

lo stacking gel (4%) e variabile per il separating gel a seconda del peso molecolare delle 

proteine da investigare ( 10% per tau, ERK1,2, AKT, PP2A; 12 % per Ab;14% per LC3 I-

II).  

Il gel è composto da gel buffer (Tris 1 M, SDS 0,1%, pH=8,45), acrilamide, glicerolo 

(solo nel separating gel), acqua bidistillata (q.b. per portare a volume), TEMED e ammonio 

persolfato. Una volta polimerizzata lôacrilamide, si caricano i campioni da analizzare ad 

una concentrazione proteica variabile in base alla proteina target e al modello sperimentale 

da cui questa è stata estratta; per il caricamento della frazione insolubile, poiché il pellet 

proteico viene risospeso in un volume di buffer proporzionale al peso di tessuto originario 

si carica un volume di campione standard. Lôelettroforesi viene effettuata usando un buffer 

di corsa costituito da 0.025 M Tris, 0.192 M, Glicina pH8.3, 0.1% SDS, pH=8.25 con 

lôapparato Biorad Mini Protean Tetra Cell. La corsa dei campioni proteici viene svolta a 

100V costanti per circa 2 ore, dopo la quale viene svolto il trasferimento delle proteine dal 

gel ad una membrana di PVDF (polivinil difluoruro). La membrana viene equilibrata prima 

con metanolo e poi con transfer buffer (192 M glicina, 0.025 M Tris, 20% metanolo). Il gel 

viene posto a contatto con la membrana e si mettono due strati di carta: uno a contatto con 

il  gel, lôaltro con la membrana. In questo modo si ottiene il ñsandwichò che sar¨ messo 

nellôapparato di trasferimento (BioRad Trans-Blot Cell). Il transfer è svolto a 85V costanti 

per 2 ore a 4°C in transfer buffer. Dopo il trasferimento, la membrana che ha impresse 

sulla sue superficie le proteine trasferite dal gel, viene incubata con il blocking buffer BSA 

(bovine serum albumine)/milk 5% in TBS (4,85g di TRIS, 24g di NaCl, acqua a 4 litri, 

pH=7,50)-Tween (0,5 ml di Tween 20X a litro di TBS) per almeno 1 ora: questo serve per 

coprire i siti aspecifici della membrana. Quindi si procede allôincubazione over night a 4ÁC 

con lôanticorpo primario scelto, opportunamente diluito in TBS-Tween addizionato 

dellô1% di NGS (normal goat serum). Il giorno seguente si fanno 7 lavaggi da 5 minuti in 

TBS-Tween e si incuba la membrana con lôanticorpo secondario marcato con Horse 

Radish Peroxidase, diluito 1:4000, in TBS-Tween per unôora a temperatura ambiente. 

Successivamente si fanno altri 7 lavaggi da 5 minuti in TBS-Tween, si fa sgocciolare la 

membrana per eliminare lôeccesso di TBS-Tween, si espone allôECL (enhanced 

chemiluminescence system, GE Health Care) per 5 minuti, si fa colare il liquido in eccesso 

e si mette tra due superfici trasparenti. LôECL reagisce con le perossidasi emettendo ad una 

lunghezza dôonda di 428 nm che ¯ in grado di impressionare le lastre da RX (GE Health 

Care). Le bande delle proteine vengono cos³ identificate sul supporto RX dallôanticorpo 
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specifico utilizzato. In camera oscura si espone alle lastre fotografiche per tempi diversi, a 

seconda del grado di intensità delle bande.  

Lo studio densitometrico delle bande analizzate in western è stato effettuato con uno 

strumento gel-doc (Bio-Rad).  

 

 

2.10 Animali e trattamento 

 

Per lo studio della modulazione del selenato di sodio è stato utilizzato un modello 

murino di tautopatia umana transgenico per l'isoforma umana di tau 4R0N (383 aa) 

portatrice della mutazione P301S, associata alla demenza frontotemporale con 

Parkinsonismo legata al cromosoma 17 (FTDP-17) (background C57BL/6J). In condizione 

di omozigosi, tali topi sviluppano a 5-6 mesi di età un fenotipo neuropatologico 

caratterizzato da generale debolezza muscolare, tremore e severa parapesia (Allen et al., 

2002; Bugiani et al., 1999; Scattoni et al., 2010).  

Lo studio é stato condotto su 30 topi divisi in 2 gruppi di trattamento (n=6 topi per 

gruppo): acqua (gruppo controllo) e selenato di sodio (12 ug/mL). Il trattamento, iniziato 

dopo lo svezzamento dei topi (a circa un mese di vita), è durato 20 settimane durante le 

quali le soluzioni sono state cambiate regolarmente 2 volte a settimana. Al termine del 

trattamento, quando tale modello murino mostra il fenotipo neuropatologico descritto 

precedentemente (5 mesi di vita), i topi sono stati sacrificati e ne è stata effettuata la 

dissezione del cervello.  

Il tessuto cosi prelevato è stato analizzato mediante le tecniche del western blot e di 

immunoistochimica. Nello specifico la tecnica del western blot ha previsto una 

preparazione dei campioni basata sulla separazione della frazione proteica solubile da 

quella insolubile (Paragrafo 2.5.1.c) La tecnica immunoistochimica è stata eseguita 

secondo il protocollo di seguito riportato. 

 

 

2.11  Immunoistochimica 

 

2.11.1 Immunoistochimica su fettine di cervello ñfree floatingò 
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Tessuti cerebrali sono stati sezionati in fettine spesse 30 mm con lôutilizzo di un 

microtomo. Le fettine cerebali sono state raccolte, separatamente, in pozzetti di una 

multiwell da 96 e conservate in PBS a 4°C. Per la colorazione le fettine sono state 

processate nel seguente modo: 

- permeabilizzazione per 5 minuti con PBS + 0.5% Triton X-100 (freddo); 

- 3 lavaggi da 10 minuti con PBS + 0,1% di Triton X-100; 

- 2 ore di blocking a temperatura ambiente con PBS-Triton X-100 (0,1%) + 3% BSA 

(albumina sierica bovina); 

- incubazione con lôanticorpo primario diluito nella soluzione di blocking ON a 4ÁC; 

- 3 lavaggi da 10 minuti con PBS + 0,1% di Triton X-100; 

- incubazione con lôanticorpo secondario (con DAPI, diluizione 1:1000) diluito nella 

soluzione di blocking per 2 ore a temperatura ambiente; 

- 3 lavaggi da 10 minuti con PBS + 0,1% di Triton X-100; 

- montaggio delle fettine con il Vectashield mounting medium (Vector Laboratories). 

 

2.11.2 Immunoistochimica su fettine di cervello incluse in paraffina 

 

a. Deparaffinazione e Reidratazione  

I campioni di cervello utilizzati si presentano come fettine sottili fissate con paraffina su 

vetrini porta-oggetto. Per poter procedere con la tecnica di immunofluorescenza è 

necessario rimuovere la paraffina che altrimenti impedirebbe il riconoscimento degli 

epitopi da parte degli anticorpi.  

- 2 lavaggi da 5 minuti in Xilene; 

- 1 lavaggio da 5 minuti in Etanolo 100 %; 

- 1 lavaggio da 5 minuti in Etanolo 80%; 

- 2 lavaggi da 5 minuti in acqua bidistillata. 

b.  Esposizione degli antigeni 

- Bollire 8 minuti in microonde in una soluzione di Sodio Citrato 10mM (pH=6); 

-  incubazione di 15 minuti a temperatura ambiente in una soluzione di Sodio Citrato 

10mM (pH=6); 

- 2 lavaggi da 5 minuti in TBS. 

c. Immunostaining 

- Blocking di 60 minuti in normal goat serum 1:4 in TBS a temperatura ambiente in 

camera umida; 
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- incubazione over night con gli anticorpi primari specifici opportunamente diluiti in 

buffer Dako (Dako Cytomation, Glostrup, DK); 

-  2 lavaggi da 5 minuti in TBS; 

-  incubazione a temperatura ambiente per 60 minuti con gli anticorpi secondari Alexa   

diluiti 1:100; 

- 2 lavaggi da 5 minuti in TBS; 

- Colorazione con DAPI 1:200 per 3 minuti; 

- 2 lavaggi da 5 minuti in TBS; 

d. Riduzione dellôautofluorescenza 

- Incubazione di 10 minuti con Sudan Black B (soluzione 0,3% in 70% EtOH) (Fluka 

Buchs, CH); 

- 3 lavaggi da 5 minuti in TBS; 

- montaggio dei vetrini con Mowiol. 
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Capitolo 3 

 

 

RISULTATI  

 

 

 

 

3.1 Localizzazione intracellulare di fosfo-tau in fibroblasti embrionali di topo e sua 

regolazione mediata da AbPP 

 

Tau è una fosfoproteina localizzata sia a livello del citoscheletro sia a livello nucleare; 

al fine di valutare la modulazione della sua fosforilazione nei diversi compartimenti 

cellulari in dipendenza da AbPP, abbiamo svolto esperimenti di immunofuorescenza in 

fibroblasti embrionali di topo (MEF). Di tale linea cellulare, ci siamo avvalsi, oltre del 

clone wild-type (wt), anche del clone MEF AbPP -/- (KO AbPP), in cui i geni per AbPP e 

AbPLPs sono deleti, e del clone MEF PS -/- (KO PS), in cui lôattivit¨ g-secretasica è 

assente per ablazione dei geni PS1 e PS2. Le MEF KO AbPP sono utili per verificare il 

fenotipo in assenza di AbPP, mentre le KO PS mostrano un fenotipo caratterizzato da un 

aumento endogeno di CTFs (per blocco del taglio g-secretasico) e la concomitante assenza 

di generazione di Ab o AICDs.  La fosforilazione di tau generalmente osservata nelle MEF 

è comunque nucleare, ed è rappresentata da un segnale puntinato localizzato nelle 
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cosiddette ñnuclear punctaò o ñnuclear specklesò; lieve, o quasi nullo, ¯ il segnale 

citoscheletrico. Queste osservazioni sono in linea con quelle riscontrate in altre linee 

cellulari studiate nel nostro laboratorio (HEK 293, SH-SY5Y, SKNBE, H4, fibroblasti 

umani) e da altri gruppi di ricerca (Rossi et al., 2008). Abbiamo quindi condotto lôanalisi 

investigando la fosforilazione di diversi fosfo-epitopi di tau riconosciuti dagli anticorpi 

AT270 (p-Thr181), AT100 (p-Thr212/p-Ser214) e AT8 (p-Ser202-Thr205) nelle cellule 

MEF. In una prima serie di esperimenti abbiamo osservato come generalmente le cellule 

KO AbPP mostrino un segnale di tau inferiore e meno pronunciato, sempre a livello 

nucleare, rispetto alle cellule MEF wild type. Successivamente, per meglio investigare il 

contributo di AbPP nella fosforilazione di tau, abbiamo trasfettato le MEF KO AbPP con 

un vettore codificante una proteina di fusione tra AbPP695 e GFP (Green Fluorescent 

Protein) in modo da poter confrontare cellule prive di AbPP e cellule che invece 

esprimono nuovamente AbPP nello stesso vetrino. Per questo scopo abbiamo eseguito la 

marcatura con lôanticorpo AT270 coniugato Alexa 568 e con il DAPI per colorare i nuclei 

(Fig. 1A). In parallelo abbiamo investigato la fosforilazione di un altro fosfo-epitopo 

riconosciuto dallôanticorpo AT100. In questo caso MEF KO AbPP sono state transfettate 

con AbPP in fusione con una GFP rossa (AbPP-Red), sono poi state marcate con 

lôanticorpo AT100 coniugato Alexa 488 e con il DAPI per la colorazione nucleare (Fig. 

1B). In entrambi gli esperimenti, abbiamo osservato solo nelle cellule overesprimenti 

AbPP una sensibile riduzione e quasi lo spegnimento del segnale nucleare di fosfo-tau a 

favore di una sua accensione a livello citoscheletrico, in maniera molto localizzata. 

Lôanalisi quantitativa, eseguita su molteplici prove sperimentali effettuate, conferma 

chiaramente la riduzione del segnale nucleare di tau nelle cellule overesprimenti AbPP-695 

(-82.7%) (Grafico, fig. 1).  

Fenotipo diverso è stato osservato colorando sempre le cellule MEF KO AbPP 

transfettate con AbPP-GFP con lôanticorpo AT8. Il fosfo-epitopo riconosciuto da tale 

anticorpo (Ser202-Thr205) non ha mostrato, infatti, seguire la stessa modulazione di 

fosforilazione da parte di AbPP, per cui, anche in condizioni di overespressione di 

questôultima, ha conservato il suo segnale nucleare, tra lôaltro particolarmente pi½ intenso e 

circoscritto di quello dato dagli anticorpi AT100 e AT270 (Fig 1C). Possiamo così 

concludere che la fosforilazione nucleare di tau è modificata da AbPP a livello di specifici 

fosfo-epitopi e che tale modulazione si contraddistingue da una riduzione del segnale di 
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fosfo-tau a livello nucleare ed una sua accensione a livello citoscheletrico quando AbPP è 

overespressa. 
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3.2 Localizzazione intracellulare di fosfo-tau in un modello cellulare di trisomia 21  

 

Al fine di confermare quanto osservato nei fibroblasti embrionali di topo, abbiamo 

investigato la fosforilazione di tau in condizione di overespressione para-fisiologica di 

AbPP. A tale scopo abbiamo eseguito esperimenti di immunofluorescenza su amniociti 

ottenuti da soggetti con Trisomia 21, in cui la presenza di tre copie del cromosoma 21 

determina una overespressione di AbPP ed un fenotipo simile allôAD in et¨ adulta. 

Entrambe le colorazioni con gli anticorpi AT100 e AT270 hanno confermato quanto 

osservato nella linea cellulare MEF. Amniociti controllo, Trisomia 21 e Trisomia 18 

(rappresentanti un ulteriore controllo, in quanto pur avendo una trisomia non 

overesprimono AbPP) sono stati colorati per entrambi i fosfo-epitopi riconosciuti dagli 

anticorpi AT100 ed AT270 (Fig. 2-3). La colorazione con lôanticorpo AT100 ha mostrato 

un segnale nucleare ben circoscritto in entrambi gli amniociti controllo; fenotipo revertito a 

favore di un segnale citoscheletrico puntinato ben definito negli amniociti Down (Fig. 2). 

Stessa modulazione ¯ stata osservata colorando gli amniociti con lôanticorpo AT270 (Fig. 

3). Possiamo quindi dire che AbPP, in condizioni di overespressione, determina una 

inversione dei rapporti di equilibrio tra il pool citoscheletrico e quello nucleare di tau. In 

particolare, AbPP diminuisce la fosforilazione di tau nucleare per alcuni epitopi, 

aumentandone invece lôaccensione a livello citoscheletrico.  

Fig. 1 - Localizzazione di fosfo-tau in cellule MEF KO AbPP. A) MEF KO AbPP 

trasfettate con AbPP696-GFP sono marcate con lôanticorpo AT270 (p-Thr181) coniugato 

Alexa 568; cellule overesprimenti AbPP695 mostrano uno spegnimento del segnale 

nucleare a favore di un segnale extranucleare puntinato. B) MEF KO AbPP trasfettate con 

AbPP696-Red sono marcate con lôanticorpo AT100 (p-Thr212/p-Ser214) coniugato Alexa 

488; cellule overesprimenti AbPP695 mostrano una riduzione del segnale nucleare ed 

unôaccensione del segnale citosolico. La rappresentazione grafica in alto a destra 

dellôintensit¨ della fluorescenza ¯ stata ottenuta da esperimenti eseguiti in triplicato, 

misurando lo stesso numero di cellule AbPP -/- o esprimenti AbPP-GFP in 12-15 campi 

diversi (ingrandimento 63X, software Laserpix; ***p < 0.001). C) MEF KO AbPP 

trasfettate con AbPP696-GFP sono marcate con lôanticorpo AT8 coniugato Alexa 568; 

tutte le cellule, indipendentemente dallôoverespressione di AbPP mostrano un segnale di 

fosfo-tau intenso e circoscritto al compartimento nucleare. 
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3.3 Localizzazione di fosfo-tau in tessuti autoptici cerebrali controllo e AD 

 

Al fine di investigare la localizzazione intracellulare di fosfo-tau anche in tessuti 

autoptici cerebrali provenienti sia da pazienti non dementi sia da soggetti affetti da AD, 

abbiamo condotto esperimenti di immunoistochimica su fettine tissutali cerebrali della 

regione corticale temporale e frontale. In fettine cerebrali ottenute da soggetti non-AD la 

colorazione con lôanticorpo AT100 coniugato Alexa 488 identifica una localizzazione 

neuronale di fosfo-tau prettamente nucleare e nessuna evidenza di aggregati neurofibrillari 

(NTFs) o di un segnale citosolico/citoscheletrico; nessuna evidenza di fosof-tau a livello 

degli astrociti (segnalati con un asterisco) (Fig. 4A). Fenotipo diverso è mostrato dai tessuti 

cerebrali AD, che mostrano una fosforilazione di tau completamente extra-nucleare, 

contraddistinta da aggregati neurofibrillari, neuropil threads e, soprattutto, da assenza del 

pool nucleare di tau (Fig. 4B).  
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Fig. 2 ï Localizzazione di fosfo-tau (AT100; p-Thr212/p-Ser214) in amniociti di 

pazienti controllo, con Trisomia 18, e affetti da Trisomia 21. A) Amniociti provenienti 

da soggetti normali marcati con lôanticorpo AT100 coniugato Alexa 488 (pannello a) e il 

DAPI (pannello b) mostrano un segnale di fosfo-tau ben definito a livello nucleare. B) 

Amniociti provenienti da pazienti affetti da Trisomia 18, considerati come controllo, 

marcati con lôanticorpo AT100 coniugato Alexa 568 (pannello a) e il DAPI (pannello b) 

mostrano un segnale di fosfo-tau ben definito a livello nucleare. C) Amniociti 

provenienti da pazienti affetti da trisomia 21 marcati con lôanticorpo AT100 (pannello a) 

coniugato Alexa 568 e il DAPI (pannello b) mostrano una riduzione del segnale 

nucleare di fosfo-tau ed una corrispondente accensione del segnale extra-nucleare. 
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Fig. 3 ï Localizzazione di fosfo-tau (AT270; p-Thr181) in amniociti controllo e affetti 

da Trisomia 21. A) Amniociti provenienti da soggetti sani marcati con lôanticorpo 

AT270 coniugato Alexa 488 (pannello a) e il DAPI (pannello b) mostrano un segnale di 

fosfo-tau ben definito a livello nucleare. B) Amniociti provenienti da pazienti affetti da 

trisomia 21 marcati con lôanticorpo AT270 (pannello a) coniugato Alexa 488 e il DAPI 

(pannello b) mostrano una riduzione del segnale nucleare di fosfo-tau ed una 

corrispondente accensione del segnale extra-nucleare. 
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Fig. 4 ï Localizzazione di fosfo-tau (AT100; p-Thr212/p-Ser214) in 

tessuti cerebrali controllo e AD. A) Fettina di tessuto cerebrale controllo 

marcata con lôanticorpo AT100 Alexa-488 ed il DAPI mostra un segnale 

di fosfo-tau nucleare presente, tra lôaltro, solo nei neuroni e non negli 

astrociti (segnalati con un asterisco). B) Fettina di tessuto cerebrale AD 

marcata con lôanticorpo AT100 Alexa-488 e il DAPI mostra un segnale 

di fosfo-tau extranucleare; numerosi sono i neuroni con aggregati 

neurofibrillari.  

 

A. CTR  

B. AD  

* 
* 

* 
* 

* 
* 



 57  
 

 

3.4 Modulazione di fosfo-tau in funzione del processing di AbPP  

 

Ci siamo quindi chiesti se lôeffetto di AbPP su tau fosse dovuto al suo processing. A 

tale scopo ci siamo avvalsi del clone KO PS della linea cellulare MEF in cui lôattivit¨ g-

secretasica è assente a causa della deplezione di Presenilina 1/2.  

In linea con quanto svolto per le MEF KO AbPP, abbiamo eseguito esperimenti di 

immunofluorescenza in cui abbiamo transfettato le MEF KO PS con la proteina di fusione 

AbPP-GFP e le abbiamo marcate con lôanticorpo AT270 coniugato Alexa 568 e con il 

DAPI per la colorazione nucleare. Benchè in molte cellule MEF KO PS sia presente un 

segnale nucleare di fosfo-tau molto più forte rispetto a quello rilevato nelle MEF wt e KO 

AbPP, in molte cellule è presente una spontanea accensione del segnale 

citoscheletrico/citosolico di fosfo-tau, accompagnato dal quasi completo spegnimento del 

segnale nucleare. Questo fenotipo si è rilevato particolarmente più accentuato nelle cellule 

overesprimenti AbPP-GFP (Fig. 5A).   

Per confermare quanto osservato in immunofluorescenza, abbiamo eseguito esperimenti 

di western blot sulle frazioni cellulari, citoscheletrica e nucleare, di cellule MEF wt e KO 

PS. Lôanalisi del fosfo-epitopo AT270 e della quota totale di tau rilevata con lôanticorpo 

Tau5 ha mostrato che nelle MEF wt circa il 100% di Tau (Tau 5) è nucleare e fosforilato a 

livello del fosfo-epitopo Thr181 (AT270); la rispettiva quota citoscheletrica è per lo più 

irrilevabile. Al contrario, le MEF KO PS hanno mostrato un aumento della quota di tau a 

livello citoscheletrico che è risultata anche fosforilata (Fig. 5B). Tale dato ci dice che la 

fosforilazione di tau, nonch® lôaccensione della sua quota citoscheletrica, pu¸ essere 

modulata da AbPP. Più precisamente, i dati ottenuti nelle cellule KO PS indicano che la 

differente fosforilazione di tau nei compartimenti nucleare/citoscheletrico, potrebbe essere 

dato o dallôaccumulo dei frammenti C-terminali (CTFs) di AbPP a livello di membrana o 

dallôassenza di frammenti AICDs a livello nucleare.  
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3.5 Meccanismo molecolare di accensione/spegnimento di fosfo-tau nei 

compartimenti citoplasma/citoscheletro e nucleare. 

 

3.5.1 Compartimentalizzazione di tau 

 

Il differente rapporto tra quota nucleare e citoscheletrica di tau potrebbe essere dovuta 

sia ad un alterato rapporto tra chinasi e fosfatasi o ad una traslocazione di tau. Tenuto 

conto che almeno per le isoforme Tau D, E ed F è presente una sequenza NES-like 

(segnale di esporto nucleare) abbiamo trattato le cellule MEF wt con la leptomicina B, un 

farmaco inibitore del trasporto nucleo-citoplasma di proteine dotate della sequenza segnale 

NES. Le cellule, private del siero per 24 ore, sono state trattate con tale farmaco (10 

ng/mL) per 5 ore e successivamente sono state lisate utilizzando un kit di purificazione che 

ci ha permesso di separare il pool nucleare da quello citoscheletrico. Mediante la tecnica 

Fig. 5 ï Localizzazione di fosfo-tau in funzione di AbPP e Presenilina in MEF KO 

PS. A) MEF KO PS trasfettate con AbPP696-GFP e marcate con lôanticorpo AT270 

(p-Thr231) coniugato Alexa 568, mostrano un segnale nucleare di fosfo-tau 

particolarmente acceso che si spegne in condizione di overespressione di AbPP ed 

una spontanea accensione del segnale citoscheletrico/citosolico. B) Analisi mediante 

western blot delle frazioni proteiche  nucleari e citoscheletriche di cellule MEF wt e 

KO PS usando lôanticorpo AT270 (p-Thr181) e Tau5 (tau totale). Il fosfo-istone H3 

e la tubulina (a-tub) sono mostrati come controllo della purificazione delle due 

frazioni cellulari. Il blot conferma quanto osservato nellôIF. 
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del western blot abbiamo investigato la fosforilazione di tau a livello del fosfo-epitopo 

AT100, il cui segnale è stato comparato con quello dato dallôanticorpo Tau5 specifico per 

la quota totale di tau, fosforilata e non fosforilata (Fig. 6A).  

In questi esperimenti abbiamo osservato che nelle MEF wt la quota nucleare di tau è 

ampiamente fosforilata, e che quella citoscheletrica è minore ma ugualmente fosforilata 

(almeno nellôepitopo riconosciuto da AT100). Dopo il trattamento con la leptomicina B, si 

osserva una riduzione di fosfo-tau a livello nucleare e la scomparsa della quota associata al 

citoscheletro evidenziata sia da Tau5 (tau totale), sia da AT100 (tau fosforilata), indicando 

che probabilmente lo swich on-off di fosfo-tau tra il nucleo ed il citoplasma può essere 

dovuto anche ad un trasloco della stessa tau tra i due compartimenti cellulari. Eseguendo 

un esperimento comparativo di immunofluorescenza in cui le cellule MEF wt sono state 

sottoposte al medesimo trattamento dellôesperimento precedente, abbiamo osservato un 

fenotipo ancora più marcato di spegnimento del segnale nucleare di fosfo-tau in condizioni 

di blocco del trasporto proteico nucleo-citoplasma (Fig. 6B). In tale esperimento di 

immunofluorescenza, tuttavia, manca il controllo della tau totale (gli anticorpi per tau 

totale  a nostra disposizione non danno infatti segnali affidabili in IF) che ci avrebbe potuto 

dare la totale conferma dellôipotesi della traslocazione di tau tra i due compartimenti 

cellulari.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6A ï Western blot sulle frazioni cellulari (citoscheletrica e 

nucleare) di cellule MEF wild type trattate con la Leptomicina 

B (inibitore dellôesporto nucleo-citoplasma). È analizzata la 

fosforilazione di tau a livello del fosfo-epitopo AT100 (p-

Thr212/p-Ser214) comparata con la sua quota totale 

riconosciuta dallôanticorpo Tau5. Il blocco dellôesporto nucleare 

determina una riduzione di fosfo-tau a livello nucleare e la 

scomparsa della quota associata al citoscheletro sia evidenziata 

da Tau5 (tau totale) sia da AT100 (tau fosforilata).  
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3.5.2 Attivazione di chinasi in dipendenza di AbPP 

 

Lôosservazione che AbPP (o i suoi CTFs) moduli la fosforilazione di tau ci lascia 

ipotizzare un effetto di AbPP sulle chinasi note come potenzialmente responsabili della 

fosforilazione di tau in diversi fosfoepitopi di tau; in particolare ERK1,2 e GSK3b 

(Stoothoff et al, 2005). Abbiamo quindi analizzato il profilo di espressione delle chinasi 

ERK1,2 ed AKT1 (a monte di GSK3b) nelle cellule MEF wt, KO AbPP e KO PS 

mediante western blotting su lisati proteici ottenuti da cellule starvate o attivate con 

stimolo mitogeno (FBS - siero fetale bovino, 10%) per 10 minuti (Fig. 7A). Abbiamo 

osservato che, in condizioni basali, lôattivazione delle chinasi ERK1,2 ed AKT1 è 

Fig. 6Bï Immunofluorescenza su cellule MEF wild type controllo e trattate 

con la Leptomicina B (inibitore dellôesporto nucleo-citoplasma). È 

analizzata la fosforilazione di tau a livello del fosfo-epitopo AT100 (p-

T212/p-S214). Il blocco dellôesporto nucleare determina una notevole 

riduzione di fosfo-tau a livello nucleare. 
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nettamente maggiore nelle MEF KO PS, rispetto agli altri due cloni cellulari, e che le KO 

AbPP  mostrano i livelli di fosforilazione più bassi.  La fosforilazione di tau a livello del 

fosfo-epitopo p-Ser422 segue lo stesso andamento, mentre AT270 mostra una chiara 

iperfosoforilazione solo nelle KO PS. Tali dati indicano che il mancato processing di 

AbPP (e quindi lôaccumulo di CTFs o lôassenza di AICDs nel nucleo) ha chiaramente un 

ruolo nellôattivazione di ERK1,2 e di tau. Anche per quanto riguarda AKT1, abbiamo 

osservato un aumento della fosforilazione di AKT1 nelle KO PS rispetto agli altri due 

cloni. Come atteso, in tutti e tre i cloni cellulari abbiamo poi osservato una risposta di 

entrambe le chinasi, ERK1/2 e AKT1, allo stimolo mitogeno anche se, in proporzione, 

nelle MEF KO PS non si osserva un netto ulteriore incremento in condizione di 

stimolazione mitogena poich® lôattivazione di entrambe le chinasi ¯ gi¨ particolarmente 

elevata in condizioni basali. Sorprendentemente, la fosforilazione di tau negli epitopi 

AT270 e p-Ser422 ha risposto alla stimolazione con FBS allo stesso modo delle chinasi 

(Fig. 7A).   

Per confermare il pathway segnale a monte dellôattivazione di ERK1/2 e di AKT1 e 

quindi di fosfo-tau abbiamo trattato le cellule MEF KO PS, esprimenti il fenotipo di 

attivazione di tali proteine più marcato, con un inibitore di MEK, il PD98056 (10 mg/mL, 

15 min), ed un inibitore di PI3K (LY294002  a 10 mg/mL, 15 min). Entrambi gli inibitori, 

PD98056 ed LY294002, hanno ridotto lôattivazione delle chinasi ERK1,2 e AKT1 

rispettivamente (Fig. 7B). Focalizzando lôattenzione su fosfo-tau (epitopo AT270) si 

osserva una sua ridotta attivazione in presenza del PD98056, indice che la Thr181 su tau 

viene probabilmente fosforilata da ERK1/2, mentre il trattamento con LY294002 ha 

mostrato solo una parziale riduzione della fosforilazione di tau in tale sito. Considerando 

che AKT1 è inibitoria nei confronti di GSK3b, è ipotizzabile che, questôultima chinasi non 

sia responsabile della fosforilazione di tale epitopo di tau. Quanto osservato è in linea con 

il fenotipo di overespressione di AbPP analizzato fino ad ora, in cui GSK3a/b risulta 

essere inattiva in quanto fosforilata da AKT1. In questo scenario la principale chinasi 

responsabile della fosforilazione di tau nellôepitopo Thr181 riconosciuto da AT270 (ma 

abbiamo dati analoghi per AT100) risulta quindi essere principalmente ERK1,2. Resta 

quindi da investigare il ruolo dellôattivazione di AKT1 mediata da AbPP, ed i pathway a 

valle da tale chinasi.  
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Fig. 7Aï Western blot su cellule MEF wt, KO AbPP e KO PS starvate o attivate 

con stimolo mitogeno (FBS - siero fetale bovino, 10%) per 10 minuti. È analizzata 

la cinetica di attivazione delle chinasi p-ERK1,2 e p-AKT e di fosfo-epitopi di tau 

AT270 (p-Thr181) e p-Ser422 comparata con la quota totale di tau (TAU5). Come 

controllo dellôinibita attivit¨ g-secretasica nelle MEF KO PS è mostrato il 

frammento C-99 accumulato. Fig.7B ï Cellule MEF KO PS sono state trattate con 

lôinibitore di MEK, il PD98056 (10 mg/mL, 15 min), ed un inibitore di PI3K,  

LY294002 (10 mg/mL, 15 min) al fine di investigare i pathways segnale a monte 

della fosforilazione di tau. Ĉ investigata lôattivazione delle chinasi p-ERK1,2 e p-

AKT e la fosforilazione di tau a livello dellôepitopo AT270 (p-Thr181). 
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3.5.3 Cinetica rapida di attivazione di ERK1,2 e di fosfo-tau 

 

Considerando la rapida cinetica di attivazione della chinasi ERK1/2 in seguito a stimoli 

mitogenici (Rozengurt, 2007) e osservata la modulazione della fosforilazione di tau 

mediata da tale chinasi, abbiamo voluto investigare la corrispondente cinetica di 

attivazione di fosfo-tau. A tal fine abbiamo confrontato MEF wild-type, KO AbPP e KO 

PS1/2 in un time-course in cui le cellule sono state esposte per un tempo variabile (0-60 

minuti) al siero fetale bovino (FBS) utilizzato come stimolo mitogeno. In parallelo, le 

cellule sono state inoltre trattate con il DAPT, un farmaco con azione inibitoria dellôattivit¨ 

g-secretasica, in modo tale da valutare il ruolo dellôazione di tale secretasi nella cinetica di 

attivazione di tau e confermare quanto osservato nella linea cellulare KO PS. Tale 

trattamento non è stato, ovviamente, eseguito nelle MEF KO PS in quanto ridondante. 

Mediante western blot, abbiamo investigato la fosforilazione di tau a livello del fosfo-

epitopo Thr181 (Fig. 8). In tutte e tre le linee cellulari, abbiamo osservato un crescente 

aumento della fosforilazione di tau in funzione allôaumentata esposizione delle cellule allo 

stimolo mitogeno, con un picco della fosforilazione dopo 15 minuti di stimolazione. Il 

blocco dellôazione g-secretasica mediata dal DAPT ha indotto un ulteriore incremento della 

fosforilazione ad ogni tempo del time-course. Tale dato è stato confermato nelle MEF KO 

PS nelle quali abbiamo osservato una maggiore fosforilazione di tau rispetto agli altri due 

cloni cellulari in ogni punto del time course a partire dalla condizione basale al tempo zero. 

A differenza di quanto osservato in condizioni di assenza di PS, lôassenza di AbPP, nelle 

cellule KO per la tale proteina, ha mostrato una leggera ipo-responsività allo stimolo 

mitogenico in termini di fosforilazione di tau rispetto agli altri due cloni cellulari, in tutta 

la durata del time course; suggerendo nuovamente un ruolo di AbPP nel processo di 

fosforilazione di tau, anche in tempi rapidi di attivazione. Abbiamo quindi eseguito lo 

stesso tipo di esperimento andando ad analizzare la cinetica di attivazione di ERK1/2. In 

linea con quanto osservato per fosfo-tau, p-ERK1/2 ha risposto in maniera crescente allo 

stimolo del siero fetale bovino nonch® allôazione del DAPT, mostrando un picco di 

attivazione dopo 15 minuti di stimolazione con il siero come atteso, e ad ogni punto del 

time course dopo inibizione dellôattivit¨ g-secretasica (Fig. 8). 

Per verificare ulteriormente in ruolo del DAPT sullôattivazione di ERK1,2 e tau, 

abbiamo analizzato in immunofluorescenza cellule MEF wt e KO AbPP trattate con 

DAPT, 5g/mL over-night e successivamente fissate e colorate con gli anticorpi specifici 
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per AT100 coniugato Alexa 488, p-ERK1/2 coniugato Alexa 568 e con il DAPI (marcatore 

nucleare) (Fig. 9). In questi studi si è confermato che il segnale nucleare di fosfo-tau nelle 

MEF wt è più intenso di quello delle MEF KO AbPP, e che tale segnale aumenta in 

condizione di inibizione dellôattivit¨ g-secretasica dopo il trattamento con il DAPT. 

Ulteriore conferma è la parziale accensione extra-nucleare di fosfo-tau nelle MEF wt 

rispetto alle MEF KO AbPP, fenotipo che si accentua trattando le cellule con il DAPT. In 

linea con quanto riscontrato dallôanalisi proteica mediante western blotting, il segnale di p-

ERK1,2 si è rivelato particolarmente debole nelle MEF KO AbPP e molto più forte e 

modulato dallôinibizione dellôattivit¨ g-secretasica nelle MEF wt. È interessante notare 

come nelle MEF wt trattate con il DAPT, il segnale di fosfo-ERK1,2 colocalizzi con quello 

di fosfo-Tau. Tali dati confermano quindi il ruolo di AbPP e del suo processing nella 

fosforilazione di ERK1,2 e di tau.  

 

 

 

 

 

Fig. 8 - Western blot rappresentante la cinetica di fosforilazione di ERK1,2 (p-

ERK1,2) e tau (fosfo-epitopo Thr-181; anticorpo AT270) in cellule MEF wt, KO 

AbPP e KO PS a diversi tempi di esposizione allo stimolo mitogeno del siero fetale 

bovino (FBS) e del trattamento con il DAPT (inibitore dellôattivit¨ g-secretasica). 

Sia fosfo-ERK1/2 che fosfo-tau, mostrano una rapida cinetica di attivazione; 

lôassenza dellôattivit¨ g-secretasica, sia nelle MEF KO PS, sia dopo il trattamento 

cellulare con il DAPT, induce una maggiore attivazione delle proteine analizzate, in 

condizioni basali e dopo stimolazione mitogena ad ogni punto del time course. 
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3.6 AbPP e tau come modulatori del ciclo cellulare 

 

Considerato il ben noto ruolo di ERK1,2 nella proliferazione cellulare (Salameh et al., 

2005) abbiamo voluto investigare il potenziale ruolo della proteina precursore 

dellôamiloide nellôattivazione del ciclo cellulare. A tale fine abbiamo condotto saggi di 

Fig. 9 - Cellule MEF wt e KO AbPP trattate con il DAPT (5g/mL, over-night) sono 

marcate con gli anticorpi specifici per AT100 (p-Thr212/p-Ser214) coniugato Alexa 

488 (verde), fosfo-ERK1/2 coniugato Alexa 568 (red) e con il DAPI (marcatore 

nucleare). Il contributo di AbPP nelle MEF wt determina un segnale nucleare di 

fosfo-tau più intenso con parziale accensione della sua quota extra-nucleare; tale 

fenotipo si accentua trattando le cellule con il DAPT. Anche il segnale di fosfo-

ERK1,2 risulta essere più intenso in condizioni di espressione di AbPP (MEF wt) e 

di inibizione dellôattivit¨ g-secretasica (trattamento con il DAPT). 
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MTT e di BrdU in cellule HEK293 overesprimenti AbPP695 confrontate con HEK293 con 

il vettore senza inserto, usate quindi come controllo (Fig. 10A-B). In entrambi i saggi, la 

linea cellulare overesprimente AbPP ha mostrato una maggiore crescita cellulare rispetto 

alla linea wt. Nel saggio MTT questa differenza è stata rilevata dal terzo giorno fino 

allôultimo (il settimo); nel saggio BrdU, lôincorporazione di questôultima ¯ risultata 

maggiore nelle HEK293 AbPP rispetto alle HEK293 controllo, sin dal primo giorno di 

analisi. In entrambi i saggi, si raggiunge lo steady state al settimo giorno di analisi (Fig. 

10A-B). 

 

 

 

Fig. 10 - Riduzione dellôMTT (A) e incorporazione della BrdU (B) in cellule 

HEK293-overesprimenti stabilmente AbPP695 (APP) e cellule HEK293 

wild type esprimenti il cDNA vuoto (pcDNA3). In entrambi i saggi (MTT e 

BrdU) lôoverespressione di AbPP contribuisce ad una maggiore crescita 

cellulare. 
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3.7 Tau extranucleare e mitosi 

 

Abbiamo successivamente voluto valutare la correlazione tra il ciclo cellulare e la 

fosforilazione di tau a livello citoscheletrico. A tale fine sono stati condotti esperimenti di 

immunofluorescenza in HEK293 bloccate nella fase G2M in seguito a trattamento con 

nocodazolo (12 ore, 500 ng/mL). Le cellule sono state poi fissate e marcate con lôanticorpo 

specifico per fosfo-ERK1/2 coniugato con Alexa 568 (rosso) e con lôanticorpo AT270 

coniugato Alexa 488 (verde). La doppia colorazione ci ha permesso di osservare la 

contemporanea marcatura nucleare delle cellule in mitosi sia con fosfo-ERK1,2 sia con 

AT270; confermando quindi il coinvolgimento di tau nella fase mitotica del ciclo cellulare 

(Fig. 11A). Nella figura 11B sono messe in risalto MEF wt in piena mitosi marcate con 

lôanticorpo AT100 coniugato con Alexa 488 (verde) ed il DAPI (marcatore nucleare, in 

blu). In questa figura è evidente il segnale tipico nucleare di fosfo-tau (nuclear puncta) 

nelle cellule quiescenti, mentre nelle cellule in mitosi il segnale è de localizzato, molto 

accentuato ma non più in contatto con la cromatina. Si osserva anche una forte 

localizzazione di AT100 a livello dei centrosomi in metafase, profase e telofase 

(localizzazione non riscontrata con altri fosfo-epitopi di tau). 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 11A - Cellule HEK293 wild type sono state bloccate in fase G2M con il 

nocodazolo (12 ore, 500 ng/ml) e successivamente marcate con lôanticorpo AT270 (p-

Thr231) coniugato Alexa 488 (verde) e lôanticorpo specifico per fosfo-ERK1,2 

coniugato Alexa 568 (rosso) usato come marcatore mitotico. La doppia colorazione 

mostra la contemporanea marcatura nucleare delle cellule in mitosi sia con fosfo-

ERK1,2 sia con AT270. 
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Abbiamo poi comparato la crescita cellulare di cellule HEK293 wt in rapporto a cellule 

HEK293 over-esprimenti tau. Come mostrato dal grafico, lôoverespressione di tau 

(isoforma 4R2N) determina una maggiore proliferazione cellulare rispetto alle cellule che 

non la overesprimono (Fig. 11C). Al fine di valutare lo stato di fosforilazione della tau 

overespressa, abbiamo successivamente condotto un esperimento di immunofluorescenza 

in cui abbiamo trasfettato cellule MEF KO PS con un vettore codificante tau fusa con la 

GFP e le abbiamo marcate con lôanticorpo AT270 coniugato Alexa 356 specifico per il 

fosfo-epitopo Thr181 (Fig. 11D). Abbiamo osservato che la tau 4R2N, localizzata solo a 

livello citoscheletrico, è completamente fosforilata; tale dato conferma ulteriormente 

quanto osservato nella figura 11B. I dati quindi suggeriscono che un aumento del rapporto 

citoscheletrico/nucleare di tau di per sé è correlabile (soprattutto in cellule prive di g-

secretasi) con un aumento della progressione del ciclo cellulare. 

 

 

 

Fig. 11B - MEF wt in piena mitosi marcate con lôanticorpo AT100 (p-Thr212/p-

Ser214) coniugato Alexa 488 (verde) ed il DAPI (marcatore nucleare, segnale 

blu). È evidente il segnale tipico nucleare di fosfo-tau (nuclear puncta) nelle 

cellule quiescenti ed un segnale molto accentuato ma non più in contatto con la 

cromatina nelle cellule in mitosi. Si osserva anche una forte localizzazione di 

AT100 a livello dei centrosomi in metafase, profase e telofase. 
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Fig. 11C ï Saggio MTT eseguito su cellule HEK293 wt e overesprimenti tau 

(isoforma 4R2N). Lôoverespressione di tau determina una maggiore proliferazione 

cellulare rispetto alle cellule che non la overesprimono. Fig. 11D ï 

Immunofluorescenza su cellule MEF KO PS overesprimenti tau taggata con la GFP 

(isoforma 4R2N). Al segnale verde corrisponde la colorazione data dalla tau-GFP; il 

segnale blu rispecchia la fosforilazione di tau a livello del fosfo-epitopo Thr181 

(anticorpo AT270 coniugato Alexa 356). La tau 4R2N, overespressa nelle cellule 

MEF KO PS, localizzata solo a livello citoscheletrico, è completamente fosforilata. 

11C 

11D 
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3.8 Overespressione di AbPP e morte cellulare in neuroni. 

 

Per verificare il ruolo di AbPP nella fosforilazione di tau in un modello di cellule 

differenziate, abbiamo utilizzato la linea cellulare murina embrionale mesencefalica A1 

(mes-c-myc A1) che prolifera e resta non differenziata quando viene cresciuta in presenza 

di siero, mentre differenzia in senso neuronale, cessando di proliferare, quando viene 

cresciuta in condizioni prive di siero e in presenza di cAMP. In questo modello abbiamo 

potuto verificare se lôespressione di AbPP fosse correlabile con una ripresa del ciclo 

cellulare in cellule differenziate. Le cellule A1 sono state transfettate con il vettore 

codificante AbPP-GFP e mediante immunofluorescenza è stata investigata la 

fosforilazione di tau mediata da AbPP, colorando le cellule con lôanticorpo AT270 

coniugato Alexa 568 (Fig. 12A). In linea con quanto riscontrato nelle cellule MEF, anche 

le cellule A1 hanno mostrato uno spegnimento del segnale nucleare di fosfo-tau in 

condizioni di overespressione di AbPP. Per verificare la funzione dellôoverespressione di 

AbPP in tale linea cellulare abbiamo eseguito una conta cellulare mediante lôutilizzo del 

trypan blue che ci ha permesso di misurare la percentuale di mortalità cellulare indotta 

dallôoverespressione di AbPP (Fig. 12B). Abbiamo misurato una riduzione della vitalità 

cellulare del 44% dopo 48 ore dalla trasfezione cellulare con la proteina AbPP. Questi dati 

suggeriscono che lôoverespressione di AbPP non determina una ripresa del ciclo cellualare, 

ma anzi determina, come anche in cellule proliferanti, una riduzione della fosforilazione a 

livello nucleare ed un aumento della mortalit¨ cellulare. Eô importante notare che in 

esperimenti paralleli abbiamo misurato unôalta mortalità nelle cellule A1 esprimenti AbPP-

GFP rispetto alle cellule transfettate solo con la GFP. Indicando che la presenza di AbPP 

in cellule differenziate  induce un aumento della mortalità.  
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Fig. 12A - Immunofluorescenza sulle cellule A1 mes-c-myc trasfettate con 

AbPP-GFP. Le cellule overesprimenti AbPP mostrano, rispetto alle cellule 

non trasfettate, una significativa riduzione del segnale nucleare. Fig. 12B - 

Il grafico compara la sopravvivenza delle cellule trasfettate con AbPP-GFP 

e quelle controllo, trasfettate solo con la GFP; è evidente la significativa 

riduzione della vitalità cellulare in condizioni di overespressione di AbPP. 
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