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Capitolo 1 

 

1.1 Alzheimer disease 
 

Più di cento anni fa, nel 1906, un medico Tedesco di nome Alois Alzheimer presentò un 

caso clinico che descriveva il declino cognitivo e vari altri sintomi neuropsicologici in un 

paziente di 51 anni (Möller & Graeber, 1998). All'esame anatomico post-mortem del 

cervello, di questo e dei successivi pazienti affetti da sintomi simili, il medico tedesco 

osservò diverse caratteristiche istopatologiche chiave tra cui atrofia generale del cervello, 

degenerazione dei neuroni, "chiazze particolari" diffuse e grovigli neuronali "arrotolati" 

che ricordavano “bobine” (Alzheimer, Förstl, & Levy, 1991). 

Oggi, la malattia che porta il nome di quel dottore è il tipo più comune di demenza in 

tutto il mondo, colpendo oltre 35 milioni di persone.  

Anche se innumerevoli gruppi di ricerca negli ultimi decenni hanno chiarito molti dei 

meccanismi patologici coinvolti nella malattia di Alzheimer (AD), c'è ancora molto da 

capire e da rispondere ad alcune domande fondamentali come: qual è il fattore scatenante 

della malattia, quali meccanismi sono qualitativamente diversi dal normale 

invecchiamento, e soprattutto il processo della malattia può essere fermato o invertito?  

Sfortunatamente, le risposte rimangono poco chiare, e non ci sono attualmente farmaci 

efficaci per alterare la progressione dell'AD.  

Lo sviluppo di nuove strategie terapeutiche modificanti la malattia, in grado di rallentare 

o addirittura di invertire il declino cognitivo dell'AD, rimane una delle principali priorità 

della ricerca medica per l'immediato futuro. 

Tuttavia, per portare a termine questo compito, dobbiamo acquisire una migliore 

comprensione della fisiologia e della patofisiologia delle molecole e dei meccanismi 

coinvolti. 
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1.1.1 Epidemiologia 

La demenza è il termine generale che si riferisce al declino cognitivo del soggetto, 

talmente grave da interferire con le normali attività quotidiane. A livello mondiale, 47 

milioni di persone vivono con demenza, più dell’intera popolazione della Spagna. 

Si prevede che questo numero aumenterà a più di 131 milioni entro il 2050. [World 

Health Organization. The epidemiology and impact of dementia 2015] 

La demenza ha anche un enorme impatto economico. Il costo totale stimato in tutto il 

mondo per la cura della demenza è di 818 miliardi di dollari. 

A oggi la stragrande maggioranza delle persone con demenza non riceve una diagnosi 

(solo il 40% delle persone che vivono con questa patologia ha ricevuto una diagnosi), e in 

alcune zone accedere a cure e a trattamenti è estremamente impegnativo. Anche quando 

viene diagnosticata la demenza, la cura è troppo spesso frammentata, non coordinata e 

non risponde ai reali bisogni delle persone che vivono con la persona affetta da demenza, 

i loro accompagnatori e le loro famiglie. (Alzheimer ’s disease International World 

Alzheimer Report 2016 Improving healthcare for people living with dementia coverage, 

Quality and costs now and in the future). 

La “demenza di Alzheimer" (AD) viene catalogata tra le demenze, essendo un 

deterioramento cognitivo cronico progressivo. Tra tutte le demenze quella di Alzheimer è 

la più comune, rappresentando, a seconda della casistica, l'80-85% di tutti i casi di 

demenza. 

A livello epidemiologico, tranne che in rare forme genetiche familiari "early-onset" (cioè 

con esordio giovanile), il fattore maggiormente correlato all'incidenza della patologia è 

l'età. Molto rara sotto i 65 anni, la sua incidenza aumenta progressivamente con 

l'aumentare dell'età, per raggiungere una diffusione significativa nella popolazione oltre 

gli 85 anni. 
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1.1.2 Introduzione 

Come aveva osservato il Dr. Alzheimer, l'AD è una malattia neurodegenerativa 

caratterizzata da 

demenza progressiva. A livello istopatologico l'AD è caratterizzato da placche amiloidi e 

grovigli neurofibrillari (NFT) (Figura 1). Le placche contengono depositi extracellulari 

insolubili 

di proteina beta-amiloide (Aβ) mentre le NFT sono strutture intracellulari composte da 

aggregati di tau, una proteina legante i microtubuli (Holtzman, Morris, & Goate, 2011). 

Un altro segno distintivo dell’ AD è la diffusa degenerazione neuronale e morte cellulare 

visibile come atrofia cerebrale grossolana in diverse regioni del cervello (Thompson et 

al., 2003). Come è comune con altre malattie neurodegenerative, esiste una vulnerabilità 

selettiva di alcune strutture cerebrali e tipi di cellule. In particolare, il lobo temporale 

mediale, incluso l'ippocampo e la corteccia entorinale, sembrano essere il sito iniziale 

della patologia (Jack et al., 1997).  

A livello neurochimico e ultrastrutturale, numerosi studi hanno trovato che il 

deterioramento neuronale più grave sia a livello dell’ippocampo (Arendt, 2009). La morte 

cellulare, infatti è prominente in questa regione con il 60-70% dei neuroni totali persi 

proprio nella regione ippocampale (M. J. West, Coleman, Flood, & Troncoso, 1994).  

Dal lobo temporale mediale e dal giro fusiforme, la patologia di AD si diffonde con un 

modello che è prevedibile per altre regioni del cervello, tra cui il cingolato posteriore, il 

precuneus, viene successivamente interessata la neocorteccia temporale e infine la 

corteccia frontale (Chételat et al., 2005)(Whitwell et al., 2007). 

Mentre la maggior parte dei neuroni persi nelle regioni corticali sono glutammatergici, a 

livello del locus coeruleus sono danneggiati i neuroni noradrenergici e nel prosencefalo 

invece i neuroni colinergici che sono interessati nelle primissime fasi della malattia 

(Holtzman et al., 2011).  

Proprio queste prime osservazioni sul deficit della neurotrasmissione colinergica hanno 

portato all’ "ipotesi colinergica" di AD, che ha portato allo sviluppo di farmaci approvati 

che inibiscono l'acetilcolinesterasi, l'enzima che scompone l'acetilcolina (ACH). Tuttavia, 

attualmente come dimostra la limitata efficacia di questa classe di farmaci, il deficit 

colinergico non è più visto come una spiegazione adeguata dell'eziologia dell'AD. 
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A oggi non è chiaro il motivo per cui determinate regioni del cervello e tipi di cellule 

sono particolarmente vulnerabili nelle malattie neurodegenerative come l'AD. Tuttavia, 

ora è noto che i sottostanti cambiamenti patologici nelle cellule vulnerabili iniziano 

decenni prima dell'inizio dei sintomi (Jürgen Götz, Schonrock, Vissel, & Ittner, 2009).  

1.1.3 Patologia 

AD è la più comune forma di demenza. L’AD è una malattia neurodegenerativa che 

causa progressiva e disabilitante peggioramento nelle funzioni cognitive  includendo 

memoria, comprensione, linguaggio attenzione, ragionamento e giudizio. E’ la sesta 

causa di morte negli Stati Uniti. Essa può essere definita anche come malattia correlata 

all’età e meno dei 10% dei casi sorge prima dei 65 casi (Kumar & Tsao, 2018).  

 

Il decorso della malattia è diviso in 4 fasi dipendenti dal progressivo del deterioramento 

cognitivo e funzionale: 

 

Pre-demenza: I primi sintomi sono spesso erroneamente attribuiti all'invecchiamento o 

stress (Waldemar et al., 2007). I test neuropsicologici possono rivelare difficoltà 

cognitive lievi fino a otto anni prima che una persona soddisfi i criteri clinici per la 

diagnosi di AD (Bäckman, Jones, Berger, Laukka, & Small, 2004). I primi sintomi 

possono influenzare molte delle attività della vita quotidiana (Bäckman et al., 

2004)(Arnáiz & Almkvist, 2003). Uno dei sintomi più evidenti è la difficoltà a ricordare i 

fatti appresi di recente e l'incapacità di acquisire nuove informazioni. Piccoli problemi 

d'attenzione, di pianificare azioni, di pensiero astratto, o problemi con la memoria 

semantica (memoria che collega la parola al suo significato) possono essere sintomatici 

delle prime fasi dell'Alzheimer. L'apatia, che si osserva in questa fase, è il sintomo 

neuropsichiatrico più persistente che permane per tutto il decorso della malattia (Landes, 

Sperry, Strauss, & Geldmacher, 2001). I sintomi depressivi, irritabilità e la scarsa 

consapevolezza delle difficoltà di memoria sono molto comuni. Questa fase preclinica 

della malattia è stata chiamata "mild cognitive impairment" “lieve deterioramento 

cognitivo” (MCI). Spesso è una fase di transizione tra l'invecchiamento normale e la 

demenza. MCI può presentarsi con una varietà di sintomi, e quando la perdita di memoria 
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è il sintomo predominante è chiamato "MCI amnesico" che è visto come una fase 

prodromica della malattia di Alzheimer (Grundman et al., 2004). Altro problema tipico in 

questa fase è il non riuscire a riconoscere determinati odori. 

 

Fase iniziale: La diminuzione della capacità di coordinazione muscolari dei piccoli 

movimenti cominciano ad apparire nel paziente Alzheimer nelle fasi iniziali della 

malattia. Nelle persone con AD la crescente compromissione di apprendimento e di 

memoria  porta ad una diagnosi definitiva. In una piccola percentuale, difficoltà nel 

linguaggio, nell'eseguire azioni, nella percezione (agnosia), o nell'esecuzione di 

movimenti complessi (aprassia) sono più evidenti dei problemi di memoria (Alzheimer et 

al., 1991). L'AD non colpisce allo stesso modo tutti i tipi di memoria. La memoria 

episodica, la memoria semantica e la memoria implicita sono colpiti in misura minore 

rispetto a nozioni imparate di recente (Carlesimo & Oscar-Berman, 1992)(Jelicic, 

Bonebakker, & Bonke, 1995). In questa fase sorgono anche i primi problemi a livello 

linguistico caratterizzati principalmente da un impoverimento nel vocabolario e una 

diminuzione nella scioltezza, che portano ad un depauperamento generale del linguaggio 

orale e scritto (Taler & Phillips, 2008). Può essere presente una certa difficoltà 

d'esecuzione in attività come la scrittura, il disegno o il vestirsi, coordinazione dei 

movimenti, ma sono comunemente inosservati.  

 

Fase intermedia: Il progredire dell'AD ostacola l'indipendenza nei soggetti, i quali, 

lentamente, non sono più in grado di svolgere le attività quotidiane. Le difficoltà 

linguistiche diventano evidenti per via dell'afasia, che porta frequentemente a sostituire 

parole con altre errate nel contesto (parafasie). La lettura e la scrittura vengono 

lentamente abbandonate. Le sequenze motorie complesse diventano meno coordinate con 

il passare del tempo e aumenta il rischio di cadute. In questa fase, i problemi di memoria 

peggiorano, e la persona può non riconoscere i parenti stretti. La memoria a lungo 

termine, che in precedenza era intatta, diventa compromessa. I cambiamenti 

comportamentali e neuropsichiatrici diventano più evidenti. I soggetti perdono anche la 

consapevolezza della propria malattia e i limiti che essa comporta (anosognosia) (Wilson 

et al., 2011). 
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Fase finale: Durante le fasi finali, il paziente è completamente dipendente dal "caregiver". 

Il linguaggio è ridotto a semplici frasi o parole, anche singole, portando infine alla 

completa perdita della parola. Nonostante la perdita delle abilità linguistiche verbali, 

alcune persone spesso possono ancora comprendere e restituire segnali emotivi. Anche se 

l'aggressività può ancora essere presente, l'apatia e la stanchezza sono i sintomi più 

comuni. Per il malato di Alzheimer in questo stadio anche i compiti più semplici da 

eseguire in modo indipendente sono impossibili; la massa muscolare e la mobilità si 

deteriorano al punto in cui da costringere il paziente a letto e essere del tutto incapace di 

nutrirsi. 

 

1.1.4 Istopatologia 

L'AD è caratterizzata da due processi principali: la deposizione extracellulare di beta-

amiloide-Aβ e l’accumulo intracellulare di proteina tau. Entrambi questi composti sono 

insolubili. Aβ è il componente principale delle placche senili e la proteina tau è la 

componente dei grovigli neurofibrillari. La deposizione di Aβ è specifica per l'AD e si 

ritiene che sia primaria.  

 

Ci sono due principali lesioni in AD, placche senili (SP) (chiamate anche placche di 

Alzheimer) e i grovigli neurofibrillari (NFT). Gli SP sono lesioni sferiche nella corteccia 

cerebrale, che misurano fino a 100 micron. Esistono 2 tipi di SP: placche Aβ diffuse 

(AβP) e placche neuritiche (NP). Gli AβP sono depositi sferici di Aβ extracellulare. Le 

NP sono AβP contenenti processi neuronali degenerativi con filamenti elicoidali tau 

accoppiati. Le NP contengono anche astrociti reattivi e microglia. L'Aβ nelle NP 

frequentemente forma un nucleo centrale o piccoli frammenti, ha una struttura fibrillare 

fine ed è Congo Red positivo e birifrangente, simile ad altri depositi amiloidei. Alcune 

volte sono presenti in gran numero nelle persone anziane, non dementi e non sono 

associati alla demenza. Un Consorzio per stabilire un registro per la malattia di 

Alzheimer (CERAD) ha sviluppato un sistema di punteggio della placca neuritica, che 

classifica la densità delle placche neuritiche identificate dalla colorazione di 
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Bielschowski (macchie d’argento) nella neocorteccia. Molti pazienti con AD hanno 

anche angiopatia amiloide cerebrale. 

I grovigli neurofibrillari sono depositi di filamenti di tau nel corpo neuronale. Depositi 

simili sono presenti nei processi distrofici delle NP e nei dendriti (fili di neuropile-NT). 

Nell'AD avanzato, l'ippocampo spesso contiene NFT extracellulari incorporate nel 

neuropilo, come scheletri fossilizzati di neuroni (grovigli di fantasmi). Il meccanismo di 

accumulo di tau nelle NFT non è chiaro. L'opinione prevalente è che la lesione primaria 

in AD sia la deposizione di Aβ e che le NFT siano secondarie. Tuttavia, le NFT si 

sviluppano indipendentemente dall'AB e il declino cognitivo si correla meglio con il 

carico NFT piuttosto che con il numero di SP. D'altra parte, i rischi genetici e ambientali 

per l'AD hanno un'associazione più forte con l'amiloide. Gli NFTS si trovano in molte 

malattie neurodegenerative oltre all'AD, tra cui le demenze frontotemporali, 

l'encefalopatia traumatica cronica, la distrofia miotonica e le malattie da prioni. Questi 

casi indicano che le NFT possono causare neurodegenerazione indipendentemente dalla 

deposizione di Aβ. D'altra parte, gli SP si trovano solo nell’AD. La maggior parte dei casi 

di AD mostra una combinazione di SP e NFT, ma in alcuni casi hanno una predominanza 

dell'uno o dell'altro. 

1.        2.    

 

3.       4.    
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Figura 1. Beta amyloid immunostaining. Presenza di amiloide nelle placche e nei vasi sanguigni nella 

corteccia cerebrale 

Figura 2. Placche diffuse 

Figura 3. Tangles neurofibrillari 

Figura 4. Gliosi tipica della malattia 

 

L'analisi del pattern di deposizione di NFT e NT mostra che questi cambiamenti 

compaiono prima nella regione transentorinale del lobo temporale, lateralmente 

all'ippocampo, e quindi si diffondono alla corteccia entorinale, all'ippocampo e alla 

neocortex di associazione. Pertanto, la patologia neurofibrillare in AD si sviluppa in 3 

fasi, transentorinale, limbica e isocorticale. Queste osservazioni sono alla base del 

sistema di stadiazione Braak e Braak dell’AD. Le fasi I e II, in questo sistema, 

corrispondono al coinvolgimento transentorinale; le fasi III e IV a quella limbica; e le fasi 

V e VI al coinvolgimento isocorticale. Le NFT nell'ippocampo e nella corteccia 

entorinale sono correlate con la compromissione della memoria; le NFT neocorticali sono 

correlate al declino cognitivo. I criteri NIA-AA del 2012 per la diagnosi neuropatologica 

dell'AD prendono in considerazione NFT, SP e AβP. 

Gli SP sono più frequenti nella corteccia associativa. Nei casi molto gravi, le SP e le NFT 

appaiono anche nei nuclei profondi e nel tronco cerebrale. Non ci sono lesioni simili nella 

sostanza bianca. 

Ogni SP rappresenta un punto focale del danno del neuropilo che include terminali 

assonali e dendriti di diversi neuroni e probabilmente migliaia di sinapsi. Pertanto, gli SP 

causano gravi disconnessioni. La distribuzione delle lesioni è correlata al quadro clinico. 

Il danno dell'ippocampo spiega la compromissione della memoria e il coinvolgimento 

della corteccia associativa si correla con la perdita di funzioni intellettuali superiori. Le 

SP e le NFT sono associate alla perdita di neuroni e sinapsi, atrofia cerebrale e 

dilatazione dei ventricoli laterali a causa della perdita di tessuto cerebrale (idrocefalo ex 

vacuo). 

Le lesioni dell’AD possono essere meglio apprezzate in sezioni di cervello colorate con 

la colorazione argento di Bielschowski, la tioflavina S fluorescente e gli immunostain per 

Aβ. NFT e fili di neuropile fluorescenti si colorano di nero con la colorazione di 

Bielschowski. Gli immunostain di Aβ evidenziano i nuclei di amiloide delle SP e 



 13 

rivelano anche depositi di amiloide diffusi senza interruzione del neuropilo (placche 

diffuse). Molti casi di AD mostrano anche depositi di amiloide a livello vascolare. 

 

5.     6.   

 
Figura 5. Atrofia corticale 

Figura 6. Atrofia corticale e idrocefalo ex vacuo 

 

1.1.5 Modelli animali 

1.1.5.1 Modelli geneticamente modificati 

 
Negli ultimi anni i modelli animali sono diventati strumenti indispensabili per la ricerca 

sull'Alzheimer (AD).  Non esiste però un modello animale perfetto specifico per AD.   

Specie di vertebrati sono stati usati per lo studio della malattia di Alzheimer tra cui il 

ratto (Rattus norvegicus), la lampreda marina (Petromyzon marinus) e lo zebrafish 

(Danio rerio). Tra le specie di invertebrati sono stati utilizzati come modello la 

Drosophila melanogaster e il Caenorhabditis elegans (Jürgen Götz et al., 2009)(Jürgen 

Götz, Eckert, Matamales, Ittner, & Liu, 2011). 

Modelli di mammifero utilizzati per lo studio della AD includono il maiale e la pecora, 

(Handley et al., 2016), (Yan et al., 2018) in cui la neurodegenerazione è stata riprodotta 

con successo con caratteristiche simili della patologia nei suini transgenici (Jung et al., 

2006). 

Anche alcuni primati non umani come il Macaco (Macaca mulatta) sono stati adottati per 

studiare l'AD; però, sebbene i loro cervelli in età avanzata esibiscano amiloidosi 

cerebrale, la tauopatia è totalmente assente in questi animali (Van Dam & De Deyn, 

2017). 
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Il topo (Mus musculus) è la specie più frequentemente usata come modello in quanto, 

rispetto ad altre specie animali, è ideale per la facilità di riproduzione e manipolazione 

genetica, nonché il costo di allevamento è relativamente basso.  

Per studiare l'AD nei roditori sono stati usati approcci genetici e non genetici 

singolarmente o in combinazione. 

I modelli transgenici dell’AD sono modelli genetici ottenuti dall’integrazione casuale di 

varianti geniche che codificano per proteine implicate nella patologia di AD. Questo 

metodo si basa sull’iniezione di costrutti di espressione in zigoti donatori e la selezione di 

topi che presentano il fenotipo desiderato (figura 7). Considerando che i primi modelli di 

topo erano stati pensati sull'espressione di proteine rilevanti nei neuroni per l'AD, nel 

quale il costrutto veniva espresso in cellule specifiche tramite sistemi inducibili, questi 

animali sono sempre più impiegati per comprendere alcuni aspetti della vulnerabilità 

regionale (ippocampo o cortex) e la diffusione della patologia di AD. Tale costrutto può 

essere ottenuto introducendo il gene di interesse sotto il controllo di specifici promotori e 

elementi regolatori. 

Nel corso di più di due decenni sono stati generati diversi modelli di roditori che sono 

alla base, oggi, dello studio della malattia. Questi modelli hanno reso possibile ipotesi 

sull'eziologia e sulla progressione della malattia, soffermandosi su quelli che sono i 

pathways coinvolti e cercando di validare nuove strategie terapeutiche a sostegno del 

malato e fornendo anche una guida per la progettazione di studi clinici sull'uomo (Jürgen 

Götz, Bodea, & Goedert, 2018). 

Negli ultimi anni i ricercatori hanno impiegato nella loro ricerca i ratti le cui sequenze di 

proteine rilevanti per la malattia di Alzheimer (AD) sono simili a quelle dei topi e degli 

umani. Sebbene usati meno frequentemente rispetto ai topi, i ratti presentano numerosi 

vantaggi per lo studio delle malattie umane come ad esempio la dimensione relativamente 

grande del cervello che rende molto più facile la chirurgia cerebrale. Anche i ratti sono 

molto facili da gestire e, a differenza del topo, sono meno stressati dal contatto umano; 

infatti, durante i test d’apprendimento, l’attività del topo è fortemente influenzata dal 

contatto dell’animale alle pareti (ad esempio della piscina). Il ratto, non essendo 

suscettibile al contatto umano, è più concentrato sull’esercizio e sullo sviluppo di una 

vera e propria strategia di apprendimento spaziale. (Klein, Sacrey, Whishaw, & Dunnett, 



 15 

2012)(Whishaw, Metz, Kolb, & Pellis, 2001) I ratti, tuttavia, sono meno preferiti ai topi 

per la generazione di animali transgenici, principalmente per ragioni tecniche, in quanto i 

pronuclei dei loro embrioni sono meno visibili e le loro membrane pronucleari sono più 

flessibili rispetto a quelli dei topi, rendendo più difficile l'iniezione di DNA (Charreau, 

Tesson, Soulillou, Pourcel, & Anegon, 1996). 

I primi modelli di ratti transgenici sono stati generati nel 2004. I ricercatori in questo 

modello di ratto hanno espresso l'APP umana con una mutazione  Swedish 

(K670N/M671L), una mutazione Indiana (V717F) e PSEN1 umano con una mutazione 

Finnish M146L. (Echeverria et al., 2004) Questi modelli iniziali presentavano un 

accumulo citoplasmatico di amiloide-β (Aβ) nell'ippocampo e nella corteccia e hanno 

rivelato che l'Aβ intracellulare, in assenza di placche, induce la regolazione extracellulare 

del segnale di attivazione della chinasi 2 (ERK2), induce fosforilazione della tau e deficit 

di apprendimento. (Echeverria et al., 2004).   

Un'altra linea di ratto, il PSAPP esprime hAPP695 (che ha due differenti mutazioni 

(K670N/M671L e V717I) insieme a PSEN1 e sono caratterizzati da deposito di Aβ 

intorno ai 7 mesi di età. Il modello di ratto McGill-R-Thy1-APP esprime hAPP751 con 

due differenti mutazioni ed e’ caratterizzato da inclusioni intracellulari di Aβ e nel quale 

sono evidenziate placche gia’ in fase postnatale a 7 giorni e presenza di  Aβ intorno ai 6-9 

mesi di età (Leon et al., 2010). Un fenotipo ‘più completo’ è stato ottenuto nei ratti 

TgF344-AD che co-esprimono i transgeni di APPswe e PS1ΔE9 e si presentano con 

amiloidosi cerebrale dipendente dall'età che precede la tauopatia, la gliosi, e la perdita 

apoptotica dei neuroni nella corteccia cerebrale, nell’ ippocampo oltre che a  disfunzione 

cognitiva (R. M. Cohen et al., 2013). 

È interessante notare che la proteina tau è stata meno geneticamente modificata nei ratti. 

La sovraespressione di tau umano non mutato, che comprende i domini 4R, porta a 

iperfosforilazione di tau (Zilka et al., 2006), mentre la sovraespressione della proteina tau 

umana mutata (proteina tau troncata che comprende i domini 3R) ha portato ad ottenere il 

primo modello di ratto con progressiva degenerazione neurofibrillare corticale (Filipcik et 

al., 2012). 

In generale, i ratti sembrano essere più resistenti a questo tipo di patologia rispetto ai topi. 

Uno studio che ha esaminato sia i topi APP/PS1 che i ratti iniettati con Aβ40 (meno 
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amiloidogenico) ha rivelato che, sebbene l'iniezione nei ratti determinava formazione di 

depositi di Aβ e perdita neuronale, questo non simulava la progressiva degenerazione 

tipica dei cervelli AD (D.-B. Li et al., 2006). Gli stessi costrutti vettoriali sono stati usati 

per generare modelli di topo che rivelano una più rapida insorgenza della patologia nei 

topi rispetto ai ratti (Ferretti et al., 2011). 

Nonostante le opportunità offerte da questi modelli transgenici rimangono diverse 

limitatezze. 

 Il transgene umano non contiene tutte le sequenze non codificanti, rendendo impossibile 

studiare le interazioni genomiche umane e il ruolo delle varianti di splicing.  

Rispetto alle placche Aβ nel cervello umano, quelle di molti modelli di roditori sono 

diffusi o, anche quando sono condensati, presentano meno fibrille reticolate. Un altro 

avvertimento, intrinseco al modo in cui gli animali transgenici sono di solito generati, è 

che nel sito di integrazione il numero di copie degli inserti non può essere controllato, 

conducendo a una vasta gamma incontrollabile di modelli di espressione a diversi livelli, 

una situazione che è ulteriormente complicata da potenziali artefatti di integrazione. 

Un'altra preoccupazione per quanto riguarda i modelli di sovraespressione è la presenza 

di effetti secondari (T. Saito, Matsuba, Yamazaki, Hashimoto, & Saido, 2016). 
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Figura 7. Modelli genetici combinati (Jürgen Götz et al., 2018). 
 

1.1.5.2 Modelli non genetici 

 
I modelli di AD non genetici comprendono un gruppo di modelli inducibili che 

ricapitolano certi aspetti presenti nella patologia di Alzheimer. I modelli intracranici 

basati su iniezione stereotassica sono utili per comprendere i trigger della patologia 

dell’AD. Ad esempio, l'iniezione di aggregati di Aβ sintetici nel cervello dei topi 

transgenici accelera la formazione di NFT, sostenendo l’ipotesi della cascata amiloidea (J 

Götz, Chen, van Dorpe, & Nitsch, 2001).  

L’iniezione stereotassica del cervello in topi transgenici ha dimostrato la presenza di 

aggregati proteici inducibili a livello nucleare e lungo le proiezioni neuronali (Bolmont et 

al., 2007). Uno studio recente si è occupato della distribuzione della proteina tau iniettata 

tramite iniezione intracerebrale in topi APP KI con lisasi cerebrali arricchite per tau, 

rivelando un processo multistep altamente organizzato con cui le placche di Aβ facilitano 

la rapida amplificazione della proteina patologica di tau e l’organizzazione di 

quest’ultima in grandi aggregati (He et al., 2018). 
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Le iniezioni intracraniche hanno diversi vantaggi: il processo è più veloce e meno costoso 

di quello stabilito per la generazione di linee transgeniche, gli effetti possono essere 

localizzati e il ruolo di Aβ, ad esempio, può essere studiato in assenza della APP proteica 

parentale.  

I principali svantaggi includono potenziali effetti confondenti dovuta all’invasivita’ 

dell'iniziezione intracerebrale e l'impossibilità di propagarsi nei topi come linee. 

Altro prezioso aiuto sono i modelli basati sul trauma che sono stati associati a livelli 

elevati di Aβ e fosforilazione di tau. Ad esempio, è stato dimostrato che un impatto 

cranico provoca un aumento dei livelli di enzimi amiloidogenici come BACE1, che 

portano a amiloidosi (F. Yu, Zhang, & Chuang, 2012). Nei topi hTau, il lieve ma 

ripetitivo evento traumatico favorisce lesioni che accentuano lo sviluppo della patologia 

di tau, (Ojo et al., 2013) mentre lesioni da impatto corticale favoriscono l’accumulo di Aβ 

intra-assonale e l’aumento di immunoreattività del fosforo in topi Tg3× (Tran, LaFerla, 

Holtzman, & Brody, 2011). 

 

 

1.1.5.3 modelli chimicamente indotti 

 

Modelli chimicamente indotti, da soli o in combinazione con altre strategie di 

modellazione, sono stati usati nel ricapitolare aspetti specifici dell’ AD. L'iniezione 

intraperitoneale di aggregati di Aβ è stata studiata per indurre l'amiloidosi cerebrale 

(Eisele et al., 2010) mentre l’iniezione intraperitoneale di aggregati della proteina tau ha 

portato a taupatia intracerebrale (Clavaguera et al., 2014). Sebbene i potenziali 

confondimenti di questi modelli includano effetti indiretti, come l'attivazione gliale, essi 

possono fornire indizi sull'eziologia dell'AD sporadico. 

1.1.6 Disfunzione sinaptica 

La malattia di Alzheimer (AD) è un disturbo della disfunzione cognitiva e di fallimento 

sinaptico. Nel 1975 fu ipotizzato che il concetto di fallimento sinaptico fosse strettamente 

connesso alla degenerazione dell’albero dendritico osservata nell’AD che si 

concretizzava clinicamente in una consistente perdita neuronale (Scheibel, Lindsay, 

Tomiyasu, & Scheibel, 1976), (Scheibel, Lindsay, Tomiyasu, & Scheibel, 1975). 
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Da allora, è stato confermato che la perdita di sinapsi è in effetti un importante correlato 

strutturale della demenza e probabilmente è alla base dei deficit cognitivi dell'AD (Terry 

et al., 1991). Il deterioramento sinaptico è un evento precoce che si verifica ben prima 

della formazione di placche amiloidee e della morte neuronale (Dennis J Selkoe, 2002).  

Questa degenerazione è evidente sia a livello ultrastrutturale come morfologia anormale 

della colonna vertebrale e della diminuzione della densità neuronale della colonna 

vertebrale come pure a livello neurochimico con una netta diminuzione dei livelli di 

proteine sinaptiche.  

Di tutte le regioni del cervello, il più soggetto a perdita sinaptica è sicuramente 

l'ippocampo. (Arendt, 2009). Anche allo stadio MCI, c'è già un sostanziale perdita di 

sinapsi che peggiora con la progressione della malattia (Terry et al., 1991). Anche nella 

fase lieve dell’AD, c'è una perdita di circa metà delle sinapsi nella zona CA1 

dell'ippocampo (S W Scheff, Price, Schmitt, DeKosky, & Mufson, 2007),(Stephen W 

Scheff, Price, Schmitt, & Mufson, 2006). 

Gli oligomeri solubili di Aβ sono stati implicati come le specie citotossiche primarie 

nell'AD, e in effetti, questi aggregati hanno dimostrato avere molti effetti dannosi sulla 

sinapsi. 

Diversi studi hanno dimostrato che gli oligomeri di Aβ sembrano legarsi o raggrupparsi 

preferenzialmente alle sinapsi; uno studio, infatti riporta che il 90% del legame 

dell’oligomero di Aβ nei neuroni avviene lungo le spine dendritiche nei siti positivi per 

PSD-95, un marker per i compartimenti post-sinaptici (Lacor et al., 2004). A livello 

strutturale, si è dimostrato che gli oligomeri di Aβ causano cambiamenti nella colonna 

vertebrale a livello morfologico e nella diminuzione della densità neuronale della colonna 

vertebrale (Lacor et al., 2007) (Dennis J Selkoe, 2008).  

Diversi recettori della neurotrasmissione sono stati implicati nel legame/interazione con 

Aβ, tra cui α7-nAChR, GluR2, mGluR5 e NMDAR. Qualunque sia la/e via/e di 

segnalazione iniziale, gli effetti a valle degli oligomeri di Aβ sulla fisiologia sinaptica 

sono ben studiati. I numerosi effetti nocivi osservati in questi studi includono 

l'internalizzazione dei recettori del glutammato, alterato rilascio e assorbimento dei 

neurotrasmettitori e deficit nella plasticità sinaptica (S. Li et al., 2009). Quest'ultimo 

effetto è stato particolarmente ben documentato da studi che dimostrano  come 
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l’inibizione del potenziale a lungo termine (LTP) e la facilitazione della depressione a 

lungo termine (LTD) siano dovute a Aβ (S. Li et al., 2009), (Walsh et al., 2002), (Dennis 

J Selkoe, 2008), (Shankar et al., 2008). 

Le conseguenze della disfunzione sinaptica indotta da Aβ sono evidenti 

nell'apprendimento e nella memoria deficitari nei vari modelli animali AD sia negli 

organismi ai quali Aβ è iniettata intraerebralmente sia negli organismi murini transgenici 

che sovraesprimono la proteina precursore dell'amiloide (APP). In uno studio 

particolarmente convincente, l'immunizzazione passiva con un anticorpo Aβ ha 

rapidamente invertito i disturbi della memoria in un modello di topo transgenico APP 

senza incidere sul carico complessivo di Aβ nel cervello (Dodart et al., 2002). Questo 

studio sottolinea la tossicità acuta delle specie Aβ solubile sul funzionamento sinaptico e 

sul valore degli approcci terapeutici che possono prevenire tale danno.  

 

1.1.7 Genetica della malattia 

A seconda che esista una storia familiare o meno, l'AD viene classificato in AD familiare 

e AD sporadico (SAD). Nell’AD, i geni mutati sono la proteina precursore dell'amiloide 

(APP) e la presenilina (PS) (Carmona, Hardy, & Guerreiro, 2018). Per SAD che 

comprende più del 90% dei casi di AD, i geni più influenti comprendono il gene 

dell'apolipoproteina E (ApoE), il gene della clusterina, il gene del recettore del 

complemento 1 e i fosfolipidi  che si legano al gene della proteina clatrina (PICALM) 

(Carrasquillo et al., 2010). Grazie allo sviluppo della ricerca genetica nell'AD, sono stati 

scoperti molti nuovi loci genetici nei quali sono stati riscontrati mutazioni, tra cui il gene 

del metabolismo del colesterolo (CH25H, ABCAL e CH24H), (Feulner et al., 2010) il 

gene Sterol O-acyltransferase (Soat1), il gene prostaglandin-endoperossido synthase 2 ( 

Ptgs2) (Chesler et al., 2005) e il gene dell'enzima di conversione dell'angiotensina. 

Ricerche condotte negli ultimi anni hanno dimostrato che il microRNA (miRNA) è 

strettamente correlato alla nosogenesi dell'AD, il miRNA svolge un ruolo importante 

nell'AD e nell'espressione della traduzione genica (Reddy et al., 2017). Nello studio di Li 

et al. hanno scoperto che il gene ApoE4 appare frequentemente nei casi di pazienti con 

AD avanzata e che ApoE4 è il fattore di rischio della ricorrenza di AD infatti il tasso di 
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frequenza del gene ApoE4 è direttamente correlato alla probabilità di sviluppare AD 

(Hauser & Ryan, 2013). 

 

Aβ è un peptide di 36/46 amminoacidi, che fa parte di una proteina più grande, la 

proteina precursore dell'amiloide (APP). L'APP è una proteina transmembrana, prodotta 

da neuroni e altre cellule cerebrali. Si trova anche nei tessuti extraneurali ed è 

particolarmente abbondante nelle piastrine. La sua funzione è sconosciuta. Il residuo di 

amiloide Aβ include parte del dominio transmembrana di APP ed è derivato dalla 

scissione di APP dagli enzimi β- e γ-secretasi. I monomeri e gli oligomeri di Aβ sono 

ulteriormente degradati da altri enzimi. La clearance difettosa di Aβ dalla scissione 

aberrante di APP e di altri meccanismi provoca il suo accumulo. I monomeri di Aβ 

polimerizzano inizialmente in oligomeri solubili e quindi in frammenti insolubili più 

grandi come Aβ42, che precipitano come fibrille amiloidi. (Carmona et al., 2018). Aβ è 

tossico per i neuroni. Nelle preparazioni di fettine di cervello, Aβ provoca perdita di 

potenziamento a lungo termine, danneggia le sinapsi e uccide i neuroni. Inoltre, mostra 

neurotossicità selettiva per l'ippocampo e la corteccia entorinale mentre risparmia i 

neuroni cerebellari. Questo danno è mediato dai radicali liberi, che sono generati quando 

l'Aβ solubile è complessato con Zn2+, Cu2+ e Fe3+. Esiste un'alta correlazione tra la 

quantità di Aβ solubile e la gravità della disfunzione neurologica nell'AD. 

 

TAU. La degenerazione neurofibrillare è caratterizzata dalla deposizione nel corpo 

neuronale e dai processi di polimeri insolubili di proteina tau sovra-fosforilata associata a 

microtubuli. I depositi di tau si aggregano come coppie di filamenti che si attorcigliano 

l'uno attorno all'altro (filamenti elicoidali accoppiati). Questi depositi interferiscono con 

le funzioni cellulari spostando gli organelli e disturbando la spaziatura dei microtubuli, 

compromettono il trasporto assonale influenzando così la nutrizione dei terminali degli 

assoni e dei dendriti. Nessuna mutazione del gene tau si verifica nell’AD. La proteina tau 

anormale appare per la prima volta nella corteccia entorinale, poi si diffonde 

nell'ippocampo e nelle fasi successive nella corteccia associativa. Recenti osservazioni in 

topi transgenici suggeriscono che la diffusione della patologia nelle aree anatomicamente 

collegate avviene per passaggio di tau anormale attraverso le sinapsi. 
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1.1.8 Terapie farmacologiche correnti 

Tutti i farmaci attualmente approvati dalla FDA per l'AD prevedono la modulazione di 

neurotrasmissione. Donepezil (Aricept, Eisai, Pfizer), Galantamina (Razadyne; Ortho 

McNeil Janssen),  Rivastigmina (Exelon; Novartis) e Tacrine (Cognex; Sciele Pharma) 

sono tutti inibitori di acetilcolinesterasi (AChE), un enzima che scompone l'acetilcolina. 

Questi farmaci sono nati dall’"ipotesi colinergica" dell’AD, che si basava sulle prime 

osservazioni della neurodegenerazione in particolare dei neuroni colinergici nel 

proencefalo basale (Davies & Maloney, 1976) (Whitehouse, Struble, Clark, & Price, 

1982). Era già chiaro come l’acetilcolina  fosse un importante modulatore dei processi 

cognitivi. 

Dato che l’AD è sempre associato a diversi deficit neurochimici comprese  la riduzione 

della colina acetiltransferasi, della captazione della colina e il rilascio di ACh, l'ipotesi 

colinergica è stata creata per attribuire la disfunzione cognitiva della malattia a deficit 

nella neurotrasmissione colinergica (Bartus, Dean, Beer, & Lippa, 1982). Questa idea ha 

preso piano piano piede nel mondo medico/scientifico portando alla creazione dei primi 

farmaci per AD, che, a oggi, rimangono l’opzione farmacologica primaria per eccellenza. 

Sfortunatamente, i dati provenienti da quasi due decenni di esperienza con questi farmaci 

indicano che l'efficacia è limitata, con solo lievi miglioramenti nella cognizione ma 

nessun effetto duraturo sulla progressione della malattia (Hansen, Gartlehner, Lohr, & 

Kaufer, 2007). Inoltre, solo il 25-50% dei pazienti AD risponde efficacemente al 

trattamento con questi farmaci (Giacobini, 2000); le ragioni alla base di questa variabilità 

clinica rimangono poco chiare, ma possono essere dovute allo stadio individuale della 

degenerazione colinergica. Data la mancanza di altre strategie terapeutiche, Donepezil è 

attualmente il farmaco più ampiamente prescritto ed è approvato per tutte le fasi della 

malattia. 

Il secondo farmaco più ampiamente prescritto è la Memantina, che è l'unico farmaco 

approvato che non è un AChE inibitore. La Memantina funziona come antagonista non 

competitivo voltaggio-dipendente degli NMDAR, un recettore di glutammato ionotropico 

che è coinvolto nella plasticità sinaptica e nella memoria. Poiché vi è evidenza di 

ipereccitabilità anormale nel paziente, si ipotizza che la Memantina agisca diminuendo 

l'eccitotossicità del glutammato (Reisberg et al., 2003). 
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Ci sono anche prove che la Memantina si leghi preferenzialmente ai recettori NMDAR 

extrasinaptici, che possono avere un ruolo patologico nell'attivazione della produzione di 

Aβ (Bordji, Becerril-Ortega, Nicole, & Buisson, 2010)(Hardingham & Bading, 2010). La 

Memantina è attualmente approvata per fasi di AD di grado da moderato a severo. 

Tuttavia, come i farmaci inibitori dell’AchE, l'efficacia nel migliorare la cognizione è 

limitata, senza significative modificazioni negli effetti della malattia.  

Data l'efficacia minima degli attuali farmaci per AD, che sono basati su 

neurotrasmettitori, i recenti sforzi per la scoperta di nuovi farmaci si sono concentrati 

sull’Aβ, un obiettivo che più probabilmente produrrà un trattamento atto a modificare la 

malattia nelle sue varie fasi. Si stanno cercando di sviluppare strategie terapeutiche che 

mirano alla plasticità e alla cognizione sinaptica, che sono attualmente in fase di test 

clinico. La maggior parte di queste strategie si concentra su vari sistemi di 

neurotrasmettitori, tra cui acetilcolina, monoamine, glutammato e GABA. Tuttavia, ci 

sono anche obiettivi più ambiziosi, ancora in fase di sviluppo, che potrebbero portare ad 

un miglioramento della cognizione tramite meccanismi  basati su enzimi di acetilazione 

dei canali del calcio, della fosfodiesterasi e dell'istone (Lane, Shineman, Steele, Lee, & 

Fillit, 2012). 

Prima della morte dei neuroni, negli stadi preclinici asintomatici, le anomalie sinaptiche 

sono probabilmente eventi ancora reversibili che possono essere mirati 

farmacologicamente. Questo sottolinea ulteriormente la necessità per una diagnosi 

precoce e di intervento. Infatti grazie alla ricerca, colpire i giusti target sinaptici può 

avere significativi effetti a valle nella prevenzione della neurodegenerazione.  

Inoltre, con l’ipotesi che terapie possono modificare la malattia nelle varie fasi, i farmaci 

che mirano acutamente alla plasticità sinaptica sarebbero ancora necessari per il 

trattamento dell'AD sintomatica poiché gli effetti dei composti modificanti la malattia 

sulla cognizione potrebbero non essere immediati. 

Una terapia combinata, in questi casi, sarebbe ideale, coinvolgendo sia l'accrescimento/ 

mantenimento cognitivo acuto sia la modificazione cronica dei percorsi patologici. 

1.1.9 Terapie non farmacologiche 
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1.1.9.1 Tau come bersaglio terapeutico per malattie neurodegenerative  

 

Stabilizzazione dei microtubuli 

 
La disfunzione della proteina tau è spesso associata all'instabilità dei microtubuli. 

L’interruzione dei microtubuli è stata descritta in diversi modelli animali, tra cui topi 

transgenici che sovra esprimono la proteina Tau di tipo selvaggio (T44 modello) o P301S 

umana 4R1N tau (modello PS19)(Yoshiyama et al., 2007). I risultati di questi studi hanno 

dimostrato che garantire la stabilizzazione dei microtubuli potrebbe essere una  strategia 

terapeutica efficace. Lo stabilizzatore di microtubuli Epotilone D migliora il trasporto 

assonale, la funzione motoria e aumenta anche il numero di microtubuli nelle linee 

transgeniche murine (Brunden et al., 2010)(B. Zhang et al., 2012). Un altro stabilizzatore 

di microtubuli, il Davunetide (indicato anche come NAP, un peptide corto), era in fase di 

studio II/III. Tuttavia, non ha beneficio terapeutico (Boxer et al., 2014).  

 

Inibizione dell'aggregazione tau 

 
Inibire l'aggregazione di tau è una via terapeutica promettente. Il Phenothiazine blu di 

metilene, che è stato considerato come il primo composto per prevenire l'aggregazione di 

tau (Wischik et al., 2015), ha dimostrato una grande efficienza nel trattamento dei deficit 

cognitivi in uno studio di fase II in AD di fase lieve o moderata. Un derivato del blu di 

metilene (LMTX) è in fase di sperimentazione III (Wischik et al., 2015).  

 

Targeting delle modifiche post-traduzionali 

 
Si ritiene che l'iperfosforilazione di tau sia un passaggio estremamente importante e 

necessario nella neurodegenerazione che può essere ottenuta inibendo le chinasi o 

stimolando fosfatasi, e quindi sarà uno degli obiettivi terapeutici per AD e altre tauopatie. 

Molte tau chinasi che coinvolgono AD, GSK-3 e CDK5 sono considerate i migliori 

bersagli terapeutici (Kremer, Louis, Jaworski, & Van Leuven, 2011)(Pei et al., 1999).  

Tideglusib (NP-12), un inibitore specifico GSK-3, è stato testato in studi clinici di fase II 

in AD e PSP. In AD, Tideglusib non ha prodotto alcun beneficio clinico (Lovestone et 

al., 2015); mentre ha ridotto la progressione dell'atrofia cerebrale in PSP (Höglinger et 

al., 2014). Anche altre chinasi (CDK5, CK1 e MAPK) sono considerate bersagli per 
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l'inibizione della tau fosforilazione. Tuttavia, non sono entrate in prova clinica fino ad 

oggi. PP2A, come la principale fosfatasi di tau, è stato ipotizzato come un altro bersaglio 

terapeutico. Consiste di subunità catalitiche α (C), un'impalcatura (A) e un regolatore (B). 

L’acido folico, presente in basse concentrazioni nei pazienti con AD, contribuisce ad 

aumentare i livelli di omocisteina e promuove la metilazione di PP2Ac, aumentando 

successivamente la formazione di PP2A attivo (Sontag et al., 2008). Allo stesso modo, è 

stato trovato che il farmaco anti-diabetico Metformina insieme a basse dosi croniche di 

selenito di sodio hanno migliorato l'attività di PP2A e sensibilmente diminuisce la 

fosforilazione di tau nei topi (van Eersel et al., 2010). 

 

Immunizzazione Tau 

 
L'immunoterapia è considerata una strategia promettente nella terapie per le tauopatie. 

Sulla base di sette studi (cinque studi con immunizzazione attiva contro tau e due studi 

con immunizzazione passiva), le vaccinazioni hanno mostrato impatti positivi sulla tau 

transgenica in modelli murini (Asuni, Boutajangout, Quartermain, & Sigurdsson, 

2007)(Boimel et al., 2010)(Boutajangout, Quartermain, & Sigurdsson, 

2010)(Boutajangout, Ingadottir, Davies, & Sigurdsson, 2011)(Chai et al., 2011)(Bi, 

Ittner, Ke, Götz, & Ittner, 2011)(Troquier et al., 2012). Recentemente, Kfoury et al. 

riportano che la propagazione degli aggregati di tau è bloccata da un anticorpo 

monoclonale anti-tau in un sistema in vitro (Kfoury, Holmes, Jiang, Holtzman, & 

Diamond, 2012). Probabilmente gli anticorpi entrano nei neuroni e agiscono sugli 

aggregati di tau intracellulari. Tali anticorpi potrebbero entrare nei neuroni attraverso 

endocitosi clatrina-mediata  che avviene successivamente al legame con i recettori Fcγ e 

prevenire la  progressiva neurodegenerazione (Kondo et al., 2015). La modalità di attività 

dell’anticorpo tauspecifico sono ancora sconosciuti. 

 

Trattamenti anti-infiammatori 

 
L'infiammazione contribuisce in modo significativo alla patogenesi dell'AD e svolge 

anche un ruolo importante in altre tauopatie (Akiyama et al., 2000)(Tarkowski, 

Andreasen, Tarkowski, & Blennow, 2003). Quindi, trattamenti con farmaci 

antiinfiammatori potrebbero essere un efficace trattamento terapeutico per le tauopatie. 
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Topi transgenici privati del recettore della fractalina, il microglial-specifico CX3CR1 (ha 

un effetto antinfiammatorio sulla microglia) mostrano patologie più gravi di tau (Bhaskar 

et al., 2010). Diversi studi clinici sono stati condotti su infiammazioni mirate, ma i 

risultati non sono chiari. 

 

Down-regulation di tau 

 
Sebbene non sia ancora chiaro quali entità svolgano funzioni neurotossiche nelle 

tauopatie, studi riguardanti topi tau-knockout hanno dimostrato che i livelli di tau sono 

importanti per la neurodegenerazione tau-mediata. Come approccio terapeutico, potrebbe 

essere usata al riguardo la down-regulation di tau attraverso oligonucleotidi antisenso, 

microRNA (miRNA), piccoli RNA interferenti (siRNA) o altra trascrizione  inibitori. 

 

1.2 Amiloide-ß: ruolo fisiologico? 

 
Sebbene il peptide dell’amiloide-β (Aβ) sia stato ampiamente imputato come la molecola 

neurotossica d’eccellenza nella malattia di Alzheimer, resta il fatto che l'Aβ è prodotta e 

secreta 

dai neuroni per tutta la durata della vita. Peptidi Aβ sono costantemente presenti nel 

sistema nervoso centrale, anche in assenza di qualsiasi patologia (Shoji & Kanai, 2001). 

Nel campo dell’AD, molte delle ricerche condotte si sono focalizzate su concentrazioni 

molto elevate e/o gruppi aggregati di Aβ, e di solito si tratta di Aβ42, che è il prodotto di 

clivaggio più incline all'aggregazione ma minoritario (Christian Haass & Selkoe, 2007). 

Tuttavia, rimane da capire quali siano le normali funzioni fisiologiche di Aβ, che si 

verificano con concentrazione molto più bassa e include il peptide Aβ40 

quantitativamente più presente rispetto a Aβ42. Possiamo comprendere a fondo il 

coinvolgimento di Aβ nella patogenesi dell'AD se non riusciamo a comprendere i suoi 

ruoli e vie di segnalazione in condizioni non patologiche?  

Di sicuro le ricerche sul ruolo/i fisiologico/i di Aβ completeranno la ricerca dell’AD e 

illumineranno gli sforzi sulla scoperta di nuovi farmaci. 

1.2.1. APP Trafficking and Processing 
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L'APP fu scoperta nel 1987 come unica fonte di Aβ (Kang et al., n.d.), e il gene 

codificante questa proteina (App) fu mappato sul cromosoma 21 (Tanzi et al., 1987), 

possiede un piccolo dominio C-terminale intracellulare, una regione peptidica Aβ e un 

ampio dominio N-terminale extracellulare. 

Il gene App codifica per una gliproteina integrale transmembrana di tipo I appartenente 

ad una famiglia di proteine conservate che nei mammiferi include anche APLP1 e APLP2 

(Wasco et al., 1993). I membri della famiglia APP mostrano un alto grado di omologia 

nei domini E1 ed E2 extracellulari e nella porzione C-terminale intracellulare 

(Thinakaran & Koo, 2008) (Figura 8). Meno omologhi sono i domini transmembrana e 

juxtamembrane dove solo l'APP, ma non APLP1 o APLP2, contiene la sequenza 

codificante per il peptide Aβ. Questa osservazione, insieme alla scoperta che più di 20 

mutazioni del gene App sono correlate ad AD a esordio precoce, ha spinto la comunità 

scientifica a indagare la biologia di base di APP e la sua relazione con la patogenesi 

dell’AD (Tanzi et al., 1987). 

 

 
 

Figura 8. Schema raffigurante la struttura del dominio della proteina precursore dell'amiloide β (APP). Il dominio 

E1 costituito dal dominio del fattore di crescita (GFLD) e dal dominio di legame al rame (CuBD). Il dominio acido 

(AcD) e il dominio inibitorio del tipo Kunitz (inibitore della proteasi di Kunitz [KPI], non presente nei neuroni) 

collegano i domini E1 ed E2. Il dominio E2 è costituito da 2 sottostrutture a spirale a spirale collegate tramite un'elica 

continua. La sequenza amminoacidica dei domini amiloide β (Aβ) / transmembrana / intracellulare (dominio 

intracitoplasmatico dei domini APP [AICD]) è mostrata nella parte inferiore della figura. Gli asterischi indicano gli 

aminoacidi sostituiti nelle forme familiari delle varianti AD e APP. Le frecce indicano i siti di taglio per entrambe le 

secretasi e le caspasi. Motivi leganti per proteine eterotrimeriche di Go / s (Go / s-BM) e proteine di scaffolding (SP-

BM, ad esempio Fe65, proteine della famiglia Mint / X11, Dab1, chinasi N-terminale Jun-Jun) sono sottolineate. 

(Bignante, Heredia, Morfini, & Lorenzo, 2013) 

 

Il gene contiene 18 esoni e sono state descritte numerose isoforme APP generati da eventi 

di splicing alternativi degli esoni 7, 8 e 15, la più abbondante delle quali è un’ isoforma di 

695 aminoacidi che si trova principalmente nei neuroni (Mattson, 1997)(Turner, 

O’Connor, Tate, & Abraham, 2003)(van der Kant & Goldstein, 2015). Inoltre, le 
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isoforme 770- e 751-aminoacidi contenenti un dominio dell'inibitore della proteasi 

Kunitz sono espresse in cellule non neuronali, comprese le cellule gliali e endoteliali 

(Mattson, 1997). Tuttavia, la rilevanza funzionale dell'espressione specifica del tipo di 

cellula delle varianti di splicing APP rimane scarsamente comprensibile. 

 

L'APP è espressa ubiquitaria in un'ampia varietà di tessuti, essendo particolarmente 

abbondante nel cervello (Allinquant, Moya, Bouillot, & Prochiantz, 1994)(Simons, 

Ikonen, et al., 1995)(Simons, Tienari, Dotti, & Beyreuther, 1995)(Yamazaki, Nakano, 

Imazu, & Terashi, 1995)(Brunholz et al., 2012), sebbene la sua funzione biologica 

rimanga poco chiara. Nei neuroni, l'APP può agire come fattore trofico, poiché è richiesto 

in diversi processi come la sinaptogenesi, il rimodellamento della sinapsi e la crescita dei 

neuriti (Hui Zheng & Koo, 2006)(Tyan et al., 2012). Inoltre, l'espressione di APP è 

aumentata sia in condizioni fisiologiche, come durante la maturazione e differenziazione 

neuronale, sia in situazioni patologiche come AD, DS e lesioni craniche (Buoso, Lanni, 

Schettini, Govoni, & Racchi, 2010). 

Inizialmente, dopo la traduzione, l’APP immaturo attraverso il reticolo endoplasmatico e 

l'apparato di Golgi subiscono una serie di modifiche post-traduzionali, tra cui N- e O-

glicosilazione, fosforilazione e tirosina solfatazione. La proteina APP modificata e 

matura viene quindi trasportata in vescicole secretorie alla membrana plasmatica tramite 

meccanismi di trasporto assonale che coinvolgono la chinesina-1, un importante motore 

molecolare dipendente dai microtubuli (Brunholz et al., 2012)(Szodorai et al., 2009). 

Questo avviene tramite traffico anterogrado lungo gli assoni (Kamal, Stokin, Yang, Xia, 

& Goldstein, 2000)(Koo et al., 1990). In cellule non neuronali (in coltura), in condizioni 

basali, la maggior parte della popolazione di APP non rimane sulla superficie della 

cellula ma viene invece trovata nell’apparato del Golgi e nella rete trans-Golgi (TGN). 

Ciò è dovuto a un motivo di interiorizzazione YENPTY che porta a endocitosi, mediante 

la quale una parte delle molecole di APP vengono processate attraverso il riciclaggio 

endosomiale attraverso la superficie cellulare e un'altra parte invece è destinata alla 

degradazione lisosomiale. Dopo l'inserimento nella membrana plasmatica, l'APP può 

essere reinternalizzata negli endosomi la quale può essere riciclata sulla superficie 

cellulare, portata poi ai lisosomi per la degradazione o ridistribuita in compartimenti 
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cellulari lontani attraverso la transcitosi (Back et al., 2007)(T E Golde, Estus, Younkin, 

Selkoe, & Younkin, 1992)(C Haass, Koo, Mellon, Hung, & Selkoe, 1992)(C Haass, 

Schlossmacher, et al., 1992)(Tienari et al., 1996) (Christian Haass, Kaether, Thinakaran, 

& Sisodia, 2012). Inoltre, APP e i suoi frammenti proteolitici (compresa Aβ) sono stati 

osservati nei mitocondri (Devi, Prabhu, Galati, Avadhani, & Anandatheerthavarada, 

2006)(Lustbader et al., 2004)(Manczak et al., 2006). Nei neuroni, la maggior parte 

dell’APP viene inizialmente fagocitata dalla rete trans-Golgi alla membrana assonale e 

quindi agli endosomi, da dove può anche essere reindirizzata al compartimento dendritico 

tramite la transcitosi (Tienari et al., 1996). La maggior parte dell’APP si trova all'interno 

dei compartimenti intracellulari e solo il 10% -20% è presente nella membrana 

plasmatica (Thinakaran & Koo, 2008). Durante lo sviluppo, l'APP è depositata nei coni di 

crescita dei neuriti in via di sviluppo. Nei neuroni più maturi, l'APP si localizza nei siti di 

adesione focale e nelle strutture pre-e postsinaptiche del tessuto nervoso centrale e 

periferico, suggerendo un ruolo funzionale nella crescita neuritica e nella plasticità 

sinaptica (Sabo, Ikin, Buxbaum, & Greengard, 2003). 

L'APP è processata attraverso due diversi percorsi, i percorsi non amiloidogenico e 

amiloidogenico. Inoltre, è stato recentemente descritto un terzo percorso di elaborazione 

dell’APP. Questo percorso, la via η-secretasi, è anche in grado di generare diversi 

frammenti di peptidi extracellulari e intracellulari (Willem et al., 2015) (Figura 9). 

 

ll percorso di elaborazione non-amiloidogenico è caratterizzato dalla mancata produzione 

del peptide Aβ. APP viene scissa dalla α-secretasi all'interno del dominio Aβ, impedendo 

la generazione di peptide Aβ e promuovendo il rilascio di un ectodominio solubile di 

APP (sAPPa). Il restante frammento C-terminale (CTF-α) viene successivamente scisso 

dalla γ-secretasi, liberando il peptide non tossico P3 e il dominio intracellulare APP 

(AICD). Secondo numerosi studi, frammenti di AICD rilasciati nel citoplasma sono 

rapidamente degradati in frammenti più piccoli dal proteosoma, dall'enzima di 

degradazione dell'insulina (IDE) o dalla catepsina B, rendendo l'AICD non funzionale. In 

alternativa, AICD può anche essere abbreviato da C31 da caspase-3 (Grimm et al., 

2013)(Dawkins & Small, 2014). 
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Nella via non amiloidogenica, l'APP viene prima scissa dalla α-secretasi all'interno della 

sequenza Aβ per generare 2 frammenti proteolitici: sAPPa (una proteina secreta che 

comprende la maggior parte dell'ectodominio APP) e C83 (uno stub proteico che rimane 

legato alla membrana plasmatica per un'ulteriore elaborazione proteolitica). Sulla 

superficie cellulare, l’APP puo’ essere lisata dall’ α-secretasi. Proteolisi come 

metalloproteinasi, incluse ADAM9, ADAM10, ADAM17, MDC9 e la proteasi BACE2, 

possono funzionare come α-secretasi, scindendo APP in un sito situato all’interno della 

sequenza AB (Kojro & Fahrenholz, 2005). Il grande ectodominio  sAPPa e’ posto nella 

parte extracellulare dove svolge m9olteplici funzioni di segnalazione nella modulazione 

dell’attivita’ sinaptica, crescita dei neuriti, sinaptogenesi, proliferazione neuronale e 

sopravvivenza cellulare (Caillé et al., 2004)(Mattson, 1997). 

 

La via di processamento amiloidogenico è caratterizzata dalla produzione di peptide Aβ. 

APP viene scissa dalla β-secretasi all'interno del dominio extracellulare in posizione 671, 

eliminando un ectodominio solubile di APP (sAPPβ). Il restante frammento C-terminale 

(CTF-β) viene successivamente processato dalla γ-secretasi, rilasciando il peptide Ap e il 

frammento AICD nel citoplasma (Grimm et al., 2013)(Thinakaran & Koo, 2008). 

Contrariamente a quanto avviene durante il processo non amiloidogenico, i frammenti 

AICD rilasciati dalla scissione della γ-secretasi, dopo l'elaborazione della β-secretasi 

possono essere stabilizzati dalla proteina dell'adattatore Fe65 nel citoplasma, evitando la 

degradazione dell'AICD. Il complesso AICD-Fe65 è stato suggerito per traslocare nel 

nucleo dove forma un complesso trascrizionalmente attivo con Tip60, un'istone 

acetiltransferasi, che regola l'espressione di diversi geni bersaglio (Cao & Südhof, 2001). 

 

Nella via amiloidogenica, nel Golgi e negli endosomi, l’APP viene scissa dalla β-

secretasi BACE1 al terminale N della sequenza Aβ, generando così una proteina secreta 

(sAPPβ) e un frammento associato alla membrana noto come C99 comprendente l'intera 

sequenza Aβ. Entrambi gli stub C99 e C83 possono essere, successivamente scissi dal 

complesso della γ-secretasi (proteolisi intramembrana) all'interno del dominio 

transmembrana, nel RE, nel Golgi, endosoma, determinando il rilascio di peptidi Aβ o p3 

nel lume, rispettivamente, e il dominio intracitoplasmatico di APP (AICD). Poiché la 
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scissione della γ-secretasi è eterogenea, possono essere generati peptidi Aβ di varie 

lunghezze, con Aβ1-40 il più abbondante e solubile e l'Aβ1-42 il più incline 

all'aggregazione (Jarrett, Berger, & Lansbury, 1993)(McGowan, Eriksen, & Hutton, 

2006). 

 

Ci sono due principali specie monomeriche di peptide Ap prodotte dalla scissione di ß-

secretasi di APP: A40 e Ap42. Circa il 90% di tutti i frammenti di Aβ generati sono 40 

aminoacidi (Aβ40) di lunghezza, e il 42 peptide di amminoacidi (Aβ42) è più incline a 

formare oligomeri e fibrille (Sisodia & St George-Hyslop, 2002). I peptidi Aβ isolati dal 

tessuto cerebrale affetto da AD variano in lunghezza da 39 a 43 amminoacidi (Burnouf, 

Gorsky, Dols, Grönke, & Partridge, 2015)(Sandebring, Welander, Winblad, Graff, & 

Tjernberg, 2013)(Keller et al., 2010)(Welander et al., 2009)(Miravalle et al., 2005). La 

forma predominante che si trova nei pazienti con AD è A42, che ha un'importanza 

patogenica in quanto forma fibrille insolubili tossiche che si accumulano formando 

placche Aβ (Dennis J Selkoe & Hardy, 2016)(McGowan et al., 2005). 

 

I peptidi Aβ si riuniscono in varie forme aggregate, che vanno da dimeri e oligomeri a 

fibrille (Hardy & Selkoe, 2002). Questa versatilità ha un'importanza rilevante perché 

diversi aggregati hanno proprietà citotossiche e biologiche/fisiologiche differenti. 

 

Vale la pena notare che la via non amiloidogenica è la principale via di elaborazione, ma 

la ragione per cui APP favorisce una via piuttosto che l’altra è scarsamente comprensibile 

(Christian Haass et al., 2012). Una delle ipotesi più accettate è che l'APP si accumuli in 

ispessimenti lipidici nella membrana cellulare, che spinge la proteina nella via 

amiloidogenica, portando così alla produzione di peptidi Aβ (Ehehalt, Keller, Haass, 

Thiele, & Simons, 2003). 

 

La via η-secretasi è una via di elaborazione alternativa che si verifica in condizioni 

fisiologiche e  che può essere interessata durante l'AD e la DS. APP è scisso in posizione 

505 dalla η-secretasi all'interno del dominio extracellulare, rilasciando un ectodominio 

solubile di APP (sAPP-η). Il restante frammento C-terminale (CTF-η) viene 
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ulteriormente elaborato dalla α-secretasi o β-secretasi, liberando il peptide Aη-a 

(lasciando un frammento CTF-α) o il peptide Aη-β (lasciando un CTF-β), 

rispettivamente, nel mezzo extracellulare. Il CTF-α e il CTF-β lasciati nella membrana 

cellulare possono essere ulteriormente processati dalla γ-secretasi rilasciando l'AICD al 

citoplasma. Le possibili funzioni dei peptidi prodotti in questo percorso non sono ancora 

ben note, anche se è stato riportato che il peptide Aη-a può inibire l'attività neuronale 

nell'ippocampo del topo in condizioni fisiologiche (Willem et al., 2015). Altre vie 

alternative sono la via della δ-secretasi (Z. Zhang et al., 2015) e la via della meprina 

(Jefferson et al., 2011), in cui frammenti N-terminali aggiuntivi vengono rilasciati al 

mezzo extracellulare (Norstrom, 2017). 

 

 

 
 

Figura 9.  Le vie di processamento della proteina precursore dell'amiloide (APP). L'APP può essere sottoposta a 

trattamento non amiloidogenico, amiloidogenico o η-secretasi. Nella via non amiloidogenica (a sinistra), la scissione di 

α-secretasi all'interno del dominio Aβ provoca la formazione di sAPPa e il CTF-α legato alla membrana, che a sua volta 

viene scisso dalla γ-secretasi con conseguente rilascio del peptide P3 e AICD; in questo percorso, l'AICD è 

rapidamente degradato. Nella via amiloidogenica (al centro), la scissione della β-secretasi porta alla formazione di 

sAPPβ e CTF-β, che a loro volta vengono scissi dalla γ-secretasi con conseguente rilascio del peptide Aβ e AICD. In 

questo percorso, l'AICD può essere traslocato nel nucleo e regolare l'espressione genica. Nella via η-secretasi (a 
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destra), la scissione di η-secretasi porta alla formazione di sAPP-η e CTF-η, che a loro volta vengono scissi dalla β-

secretasi o α-secretasi con conseguente rilascio di Aη-β o Peptidi Aη-a, rispettivamente, e AICD (Coronel et al., 2018). 

1.2.2. Funzioni fisiologiche di APP  

Varie funzioni cellulari sono state proposte per APP, ma il ruolo/i fisiologico/i effettivo/i 

di questa proteina rimane oggetto di dibattito (Mattson, 1997)(Thinakaran & Koo, 2008). 

Nei primi studi, si osservò che la diminuzione dei livelli di APP era correlata alla 

riduzione della crescita cellulare (Saitoh et al., 1989)(D J Selkoe, 1994) mentre a livello 

neuronale, l’APP ha un ruolo fondamentale nella crescita del neurite (W. Q. Qiu, 

Ferreira, Miller, Koo, & Selkoe, 1995). Un particolare dominio di APP, sAPPα, è stato 

trovato essere coinvolto nella modulazione della plasticità sinaptica, della densità 

sinaptica e del funzionamento cognitivo (Ishida, Furukawa, Keller, & Mattson, 

1997)(Ring et al., 2007)(Turner et al., 2003). 

Come discusso sopra, è evidente che APP e almeno uno dei suoi prodotti di clivaggio 

siano coinvolti nella fisiologia neuronale. Potrebbe anche il peptide Aβ "amiloidogenico" 

e il suo pathway avere un ruolo nel normale funzionamento neuronale e sinaptico?  

Al contrario, il ruolo/i fisiologico/i dei peptidi Aβ non sono così ben compresi, 

nonostante sia noto che l'Aβ e’ un normale prodotto metabolico cellulare dai primi anni 

'90 (C Haass, Schlossmacher, et al., 1992). I topi knockout per app sono vitali e fertili, 

indicando che la perdita di APP non è essenziale per lo sviluppo embrionale e/o il 

controllo delle funzioni vitali (G. Li et al., 1996). Ciononostante, i topi APP -/- mostrano 

alcune anomalie fenotipiche, tra cui riduzione del peso corporeo, diminuzione dell'attività 

locomotoria e resistenza all'aderenza all'arto anteriore, difetti nel potenziamento a lungo 

termine e compromissione dell'apprendimento e della memoria (Ring et al., 

2007)(Dawson et al., 1999). In questi animali è stato riscontrato un aumento della gliosi 

reattiva, ma non è stata osservata alcuna evidente degenerazione neuronale (H Zheng et 

al., 1995).  

Viceversa, un modello di topo transgenico che sovra esprime l'APP umana di tipo 

selvaggio (Tg5469) mostra una maggiore plasticità e memoria sinaptica dell'ippocampo; 

questi aumenti sono stati trovati dipendenti dall'attività di BACE1 (H. Ma et al., 2007). 

Tuttavia, oltre ai peptidi Aβ, il trattamento con BACE1 porta anche ad altri prodotti di 
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clivaggio (ad esempio sAPPβ) e quindi preclude anche un supporto definitivo per il 

coinvolgimento dei peptidi Aβ  nel potenziamento sinaptico osservato.  

In contrasto con questa scoperta, un altro studio che utilizza la transfezione virale delle 

sezioni ippocampali organotipiche ha trovato che APP sovraespresso è critico per la 

vitalità neuronale in vitro (Plant, Boyle, Smith, Peers, & Pearson, 2003). Ancora una 

volta, questo effetto è stato osservato con concentrazioni molto basse, a partire da 10 pM. 

Mentre questi studi hanno fornito prove evidenti per le proprietà trofiche di Aβ a basse 

concentrazioni, rilevanti, dal punto di vista fisiologico, poco si sapeva del potenziale 

coinvolgimento di Aβ nella modulazione della plasticità sinaptica. Il laboratorio del 

Professor Arancio è stato il primo ad affrontare direttamente questo problema in modo 

acuto somministrando quantità picomolari di Aβ e valutandone gli effetti sulla plasticità 

sinaptica a lungo termine e sulla memoria. Ha scoperto infatti che applicare una quantità 

picomolare di Aβ42 (200 pM) a fette di ippocampo di topo WT porta a un sensibile 

miglioramento della plasticità sinaptica, come misurato da un aumento statisticamente 

significativo del potenziamento a lungo termine (Puzzo et al., 2008). Inoltre l'infusione di 

peptidi Aβ42 da 200 pM direttamente in vivo nell'ippocampo ha migliorato 

l'apprendimento e la memoria nei topi adulti. Nella situazione opposta, riducendo i livelli 

di Aβ nel roditore con anticorpi anti-Ap o siRNA viene inibita sia la plasticità sinaptica 

che la memoria (Puzzo et al., 2011). 

1.2.3. Ruoli di APP sull'adesione cellulare, neuritogenesi e plasticità sinaptica 

Si pensa che i membri della famiglia di APP possano giocare un ruolo nelle interazioni 

cellula-cellula e cellula-substrato. Ad esempio, le forme associate a membrana di APP, 

APLP1 e APLP2 promuovono l'adesione cellula-cellula attraverso l'omo e 

l'eterodimerizzazione (Baumkötter, Wagner, Eggert, Wild, & Kins, 2012). Inoltre, negli 

esperimenti di trasferimento dell'energia di risonanza di Förster, utilizzando punti 

quantici, hanno rivelato un'interazione ligando/recettore tra il frammento APP 

proteolitico (sAPP) e l'holo-APP nella membrana plasmatica (Gralle, Botelho, & 

Wouters, 2009), suggerendo un legame tra le attività funzionali di sAPP e holo-APP. 

Inoltre, l'holo-APP può formare dimeri antiparalleli attraverso interazioni che 

coinvolgono il dominio E2 (Yongcheng Wang & Ha, 2004), sia il dominio E1 che il 
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motivo GAIIG all'interno della regione transmembrana svolgono anch'essi un ruolo nella 

dimerizzazione dell'APP (Kaden et al., 2008). Inoltre, il legame dell'eparina ai domini 

E1-E2 promuove anche la dimerizzazione dell'APP (Gralle et al., 2006). Fornendo una 

conseguenza fisiologica per queste interazioni, la dimerizzazione della APP ha mostrato 

di influenzarne l'elaborazione da parte delle secretasi (Kaden et al., 2008)(Munter et al., 

2007). 

 

Poiché la porzione extracellulare di APP contiene vari domini strutturali, non sorprende 

che siano stati identificati diversi ligandi fisiologici per APP. È interessante notare che 

molti di questi ligandi sono componenti della matrice extracellulare e proteine correlate 

all'adesione cellulare tra cui proteoglicani eparan solfato, laminina, collagene di tipo I, 

spondina F, recettore Nogo-66, reelin, netrina e integrina α3β1 (Beher, Hesse, Masters, & 

Multhaup, 1996)(Kibbey et al., 1993)(Hoe et al., 2009). È importante sottolineare che il 

legame dell'APP a ciascuna di queste molecole influisce in modo differenziale sulla sua 

distribuzione cellulare e/o sull'elaborazione metabolica da parte delle secretasi, indicando 

che queste interazioni sono funzionalmente rilevanti. Ad esempio, il legame di F-

spondina al dominio E2 centrale di APP impedisce la sua scissione da parti delle secretasi 

(Ho & Südhof, 2004). Inoltre, il legame reelin al dominio E1 migliora l'elaborazione non 

amiloidogenica di APP (Hoe et al., 2006). Infine, la netrina risulta interagire con APP 

all'interno del dominio Aβ e questa interazione si traduce in una riduzione della 

generazione di Aβ (Lourenço et al., 2009). 

 

Il ruolo di APP e dei suoi frammenti proteolitici sulla regolazione della plasticità 

sinaptica è stato ampiamente documentato. Ad esempio, alcun studi hanno rilevato un 

aumento del numero di sinapsi nelle aree corticali dei topi transgenici che 

sovraesprimono l'APP umana di tipo selvatico (Mucke et al., 1994). Più recentemente, è 

stato dimostrato che l'APP regola l'espressione e l'attività presinaptica del trasportatore 

della colina ad alta affinità nelle giunzioni neuromuscolari. Utilizzando topi APLP2-/- , 

che consentono anche la deplezione condizionale di APP in motoneuroni o muscoli, è 

stato determinato che la corretta formazione e funzione delle sinapsi neuromuscolari 

richiedono l'espressione di APP in entrambe le membrane pre- e postsinaptiche . Inoltre, 
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l'espressione di APP nelle cellule HEK in cocultura con neuroni primari ha indotto la 

formazione di emisinapsi. Sulla base di queste osservazioni, l'APP è stata proposta per 

rappresentare una nuova classe di molecole di adesione sinaptica con proprietà 

biochimiche simili a quelle riportate per neurexine/neuroligine, SynCAM e proteine 

neuronali transmembranali ricche di leucina (Baumkötter et al., 2012)(H. Wang et al., 

2009). Collettivamente, queste osservazioni suggeriscono che le attività neuritogeniche e 

sinaptogeniche di APP implicano la modulazione delle interazioni cellula-cellula e 

substrato cellulare e anche le proprietà omo- e eterodimerizzazione di questa molecola. 

Modulando la dimerizzazione e l'elaborazione delle APP da parte delle secretasi, diversi 

componenti extracellulari e proteine di membrana regolerebbero ulteriormente la 

funzione APP. 

1.2.4. Regolazione dei pathway intracellulare mediante APP 

Il più alto grado di omologia tra i membri della famiglia APP si trova all'interno del loro 

dominio intracellulare, suggerendo che questa regione svolga un ruolo funzionale critico. 

Infatti, il dominio citoplasmatico di tutti i membri della famiglia APP contiene un motivo 

GYENPTY, che media la loro interazione con diverse proteine, tra cui Fe65, proteine 

della famiglia Mint/X11, Dab1, c-Jun N-terminale chinasi, Shc e Grd2, tra gli altri 

(Matsuda et al., 2001)(McLoughlin & Miller, 2008)(Russo et al., 2005)(Y. Saito et al., 

2011). Inoltre, l'interazione di APP con queste proteine modula la generazione del 

frammento AICD. Il significato di questa modulazione si basa sui rapporti secondo cui 

AICD, Fe65 e Tip60 possono formare un complesso trascrizionale tripartito che controlla 

l'espressione di diversi geni, tra cui KAI1, neprilisina, LRP1 e recettore EGF (Baek et al., 

2002)(Pardossi-Piquard et al., 2005)(Y. Zhang et al., 2007). La somiglianza tra l'APP e 

l'elaborazione di Notch 1 da parte della secretasi e la regolazione della trascrizione genica 

da parte di frammenti proteolitici derivati da queste proteine appaiono coerenti con un 

ruolo di APP come recettore di superficie cellulare. 

 

Generalmente si presume che i recettori accoppiati alle proteine G eterotrimeriche, inclusi 

Go e Gs, debbano avere una struttura a 7 domini transmembrana. Tuttavia, prove 

crescenti indicano che singole proteine del dominio transmembranico, tra cui recettore 
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del fattore di crescita epidermico, recettore dell'insulina, recettore del fattore di crescita 

simile all'insulina, recettore del fattore di crescita dei fibroblasti e recettore del recettore 

del peptide natriuretico di tipo C, possono anche interagire e segnalare attraverso le 

proteine G (Patel et al., 2005). Una sequenza consenso per il legame alle proteine Go è 

stata identificata nel dominio intracellulare di APP (Nishimoto et al., 1993). Esperimenti 

in vitro hanno confermato questa interazione, rivelando ulteriori istidine nelle posizioni 

657-658 (APP695) come residui critici per questa interazione (Brouillet et al., 

1999)(Okamoto, Takeda, Murayama, Ogata, & Nishimoto, 1995). Più recentemente, è 

stato anche osservato che un motivo RHLSK all'interno del dominio intracellulare di APP 

media un'interazione con Gs (Deyts et al., 2012). Estendendo queste osservazioni, è stato 

osservato che APPL, l'omologo della Drosophila APP dei mammiferi, colocalizza con Go 

nei neuroni migratori (Swanson et al., 2005) e regola la struttura e il numero sinaptico in 

modo da richiedere sia il sito di legame della proteina Go che il motivo GYENPTY 

(Torroja, Packard, Gorczyca, White, & Budnik, 1999). Inoltre, è stato dimostrato che 

l'APP promuove la crescita assonale e dendritica nei neuroni dei mammiferi attraverso un 

meccanismo che implica l'attivazione di Gs-dipendente (Deyts et al., 2012). Pertanto, 

attraverso le interazioni tra il suo dominio intracellulare e vari partner di legame, 

comprese le proteine G, l'APP associata alla membrana modula l'attivazione di varie 

cascate di segnalazione intracellulare. 

 

 

1.3 La proteina tau 

1.3.1 Genetica molecolare, espressione e struttura di tau 

La proteina Tau associata ai microtubuli (MAPT) è codificata da un singolo gene, 

MAPT, che comprende 16 esoni sul cromosoma 17q21 (Figura 10 e 11). La proteina tau 

umana è composta da quattro aree: una regione N-terminale, un dominio ricco di prolina, 

un dominio di legame al microtubulo (MBD) e una regione di proiezione C-terminale 

(Morris, Maeda, Vossel, & Mucke, 2011). 

Ci sono sei principali isoforme di tau espresse nel cervello dell’uomo, che sono generati 

da splicing alternativo intorno alla regione N-terminale [esone 2 (E2) ed E3] e MBD 

(E10). Differiscono tra loro a seconda del numero di inserti amminoacidici e la presenza 
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di tre sequenze di ripetizione leganti i microtubuli 3R o 4R (Goedert, Spillantini, Potier, 

Ulrich, & Crowther, 1989).  

 
 

Figura 10. Schema del gene tau e delle isoforme proteiche nel cervello umano. 

Gli esoni 1, 4, 5, 7, 9, 11, 12 e 13 sono esoni costitutivi, mentre gli esoni 1, 4A, 6, 8 e 14 non lo sono. Gli esoni 2 (in 

viola), 3 (in giallo) e 10 (in rosso) sono alternativamente congiunti per produrre proteine tau con 3R (fetale) o 4R 

(adulto) a seconda della presenza o assenza dell'esone 10 (4R o 3R) e 0 (0N), 1 (1N) o 2 (2N) inserti N-terminali 

codificati dagli esoni 2 e 3  (J.-Z. Wang, Gao, & Wang, 2014). 
 

 
 

Figura 11. Schema che mostra le sotto-regioni della proteina tau. Tau è suddiviso in quattro regioni: la regione acida 

nella regione di proiezione N-terminale (Nt), la regione ricca di prolina, la regione responsabile del legame di tau con 

microtubuli che contiene quattro domini ripetuti (MBD), cioè R1, R3, R4 e R2 (in grigio) e la regione C-terminale (J.-

Z. Wang et al., 2014). 

 

1.3.2 Funzioni biologiche di tau 

Come proteina associata ai microtubuli, si ritiene che la funzione primaria di tau sia 

essenziale per la regolazione della struttura dei microtubuli promuovendone 

l’assemblaggio, mantenendo la stabilità di questi e controllando la dinamica legandosi 
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alla superficie del microtubulo attraverso la MBD e le regioni adiacenti. Tau si rivela 

pertanto uno dei componenti principali del citoscheletro neuronale che definisce la 

normale morfologia/struttura dei neuroni e serve come tracce per il trasporto assonale 

legandosi al microtubulo. Basato sulla distribuzione graduale di tau lungo l'assone, il 

carico può essere liberato dalle proteine motorie, aumentandone l’efficienza del trasporto 

assonale (Dixit, Ross, Goldman, & Holzbaur, 2008)(Mandell & Banker, 1996). Grazie 

all’utilizzo di topi tau-knockout si sono scoperte nuove funzioni di tau, come il controllo 

dell'integrità del DNA genomico (Violet et al., 2014)(Sultan et al., 2011), regolazione di 

attività neuronale (Gheyara et al., 2014)(Leroy et al., 2012)(DeVos et al., 2013), 

neurogenesi (Hong et al., 2010), trasporto del ferro (Lei et al., 2012). È ben noto che tau 

anormalmente iperfosforilata si stacca dal microtubulo e quindi causa lo smontaggio di 

quest’ultimo mentre la defosforilazione ripristina il legame e l'assemblaggio del 

microtubulo delle proteine tau (J. Z. Wang, Gong, Zaidi, Grundke-Iqbal, & Iqbal, 1995). 

L'iperfosforilazione causa anche l'accumulo intracellulare delle proteine tau e quindi 

riduce la velocità di trasporto anterograda e retrograda della proteina tau negli assoni 

(Yang et al., 2007). 

Attualmente, non è del tutto chiaro se e in che misura tau anormale possa interagire con i 

motori molecolari, come KLC (catena leggera kinesina, responsabile del legame del 

carico durante il trasporto anterogrado) e del DIC (catena intermedia dineina, un 

componente del complesso della dinaina durante trasporto retrogrado), per causare danni 

al trasporto assonale. Essendo una delle principali proteine associate ai microtubuli, la 

maggior parte degli studi sulla tau sono stati focalizzati sulle sue funzioni all'interno del 

citoscheletro. Studi recenti dimostrano che la proteina tau è anche attivamente coinvolta 

nella regolazione della vitalità cellulare e dell'attività. Come substrato competitivo di 

GSK-3β, la fosforilazione tau può preservare i fattori di sopravvivenza, come la β-

catenina, e quindi proteggere le cellule da una morte apoptotica acuta (H.-L. Li et al., 

2007). Ulteriori lavori suggeriscono anche che le proteine tau sono coinvolte in più vie di 

segnalazione cellulare. Il legame di tau con i domini SH3 della tirosina chinasi della 

famiglia Src può indirizzare tau alla membrana plasmatica dove tau può svolgere un 

ruolo negli eventi di segnalazione associati alla membrana. La posizione dendritica di tau 

media l'indebolimento sinaptico indotto da Aβ (peptide amiloide β), mentre il knockout di 
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tau nei topi transgenici AD separa NMDAR (N-metil-d-aspartato recettore) -mediata 

eccitotossicità e quindi mitiga la tossicità data daAβ (Ittner et al., 2010). Tau può attivare 

PLCγ (fosfolipasi-Cγ) con AA (acido arachidonico), che è coinvolto nella patogenesi 

dell'AD. Tau può anche agire come un inibitore diretto dell'enzima quando si lega a 

HDAC6 (istone deacetilasi 6), una singolare ducilasi tubulina citoplasmatica, con 

conseguente aumento di acetilazione della tubulina. Al contrario, la perdita di HDAC6 

può alleviare la deposizione anormale di tau. Più recentemente, la proteina tau è stata 

identificata come un’acetiltransferasi intrinseca (T. J. Cohen, Friedmann, Hwang, 

Marmorstein, & Lee, 2013). Simile alla proteina prionica, le proteine tau sembrano 

trasmissibili tra i neuroni e quindi causano neurodegenerazione. La sovraespressione di 

tau causa fusione mitocondriale con disfunzione mitocondriale. 

Le proteine tau subiscono varie modificazioni post-traduzionali tra cui acetilazione, 

glicazione, glicosilazione, metilazione, nitrazione, ossidazione, fosforilazione, 

polianificazione, isomerizzazione del prolile, SUMOilazione, troncamento e 

ubiquitinazione. Alcune delle modificazioni post-traduzionali, come la fosforilazione, la 

glicosilazione e l'acetilazione, sono rilevate sia in condizioni fisiologiche (sebbene a 

livello più basso) sia patologiche, mentre alcune di esse sono osservate solo in condizioni 

patologiche, come la glicazione.  

Le proteine Tau estratte dal cervello adulto normale mostrano masse molecolari 

nell'intervallo tra i 37 e i 46 kDa (a causa dei diversi gradi di modificazione post-

traslazionale) tramite elettroforesi su gel (J.-Z. Wang et al., 2014). 

Comprendere le funzioni aggiuntive di tau non è solo essenziale per chiarire la patogenesi 

tau, ma è anche necessario per accertare la strategia terapeutica tau-based. 

 

1.3.3 Aggregazione di Tau nell’AD 

Come una proteina espressa normalmente nella cellula, tau presenta poca tendenza 

all'aggregazione. Le prove hanno rivelato che la molecola tau potrebbe essere soggetta a 

cambiamenti di conformazione per formare una struttura cosiddetta a “graffetta” a livello 

N-terminale, C-terminale e MBD (Jeganathan, von Bergen, Brutlach, Steinhoff, & 

Mandelkow, 2006). Questa struttura a “graffetta” potrebbe impedire l'aggregazione di 
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tau. Una volta che la struttura è cambiata, ad esempio a causa dell’iperfosforilazione, 

questi domini inibitori della molecola tau sono neutralizzati e di conseguenza la proteina 

tau si auto-assembla in grovigli di PHF (Alonso, Zaidi, Novak, Grundke-Iqbal, & Iqbal, 

2001). 

L'aggregazione dei Tau potrebbe essere influenzata dalle modifiche post-traduzionali. In 

particolare, la fosforilazione (caratteristica comune nell’ AD) è comunemente accettata 

per guidare l’aggregazione di tau. Altre modifiche post-traduzionali mostrano anche 

effetti di inibizione o promozione dell'aggregazione delle proteine tau, inclusi O-

GlcNAcilazione (Yuzwa, Cheung, Okon, McIntosh, & Vocadlo, 2014), deammidazione, 

isomerizzazione (Watanabe et al., 2004), metilazione (Funk et al., 2014). 

Studi hanno dimostrato che l'aggregazione di tau è condizione necessaria per la tossicità 

indotta dalla stessa. L’aggregazione di Tau diminuisce i livelli di tau funzionale solubile, 

sequestra alla cellula componenti o ostacolare il trasporto assonale portando 

inevitabilmente alla neurodegenerazione. 

 

1.3.4 Oligomeri di tau e propagazione della patologia tau in AD 

Sebbene la NFT sia un segno patologico dell'AD, crescenti prove dimostrano che la 

formazione di NFT potrebbe non essere necessaria per la neurodegenerazione. In alcuni 

casi nei topi wild-type o transgenici la perdita sinaptica, il deficit di memoria ed 

elettrofisiologico si sviluppano prima e senza eventuali NFT (Yipeng Wang & 

Mandelkow, 2016). Questi dati hanno evidenziato che la tossicità neuronale potrebbe 

essere indotta da specie di tau più piccole e solubili, probabilmente oligomeri. Sono stati 

rilevati oligomeri tau in tessuti cerebrali dei pazienti con AD e il loro livello mostra una 

relazione con la gravità del deficit della memoria (Berger et al., 2007). Comunque, il 

ruolo degli oligomeri tau rimane ancora controverso. Diversi studi hanno scoperto che 

l’oligomero di tau che promuove l’aggregazione di quest’ultima indurrebbe perdita 

neuronale e disfunzione cognitiva (Flach et al., 2012). È fuori dubbio che la patologia tau 

non è limitata al solo ambiente intracellulare. Basato sulla teoria della stadiazione di 

Braak, la patologia tau viene prima rilevata nelle regioni transentorinale ed entorinale 

(fase I) (Gao et al., 2018). In seguito, è stata osservata anche nell'ippocampo (fasi III e 
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IV) ed infine si diffonde nella corteccia (fasi V e VI) (Braak & Braak, 1991). La prova 

mostra che gli oligomeri non fibrillari di tau iperfosforilati sono la forma endogena di tau 

coinvolta nella propagazione nei neuroni primari (Takeda et al., 2015). Si presume che 

per la proteina tau patologica la diffusione degli oligomeri di tau (semi) avvenga per 

endocitosi, e via trans-sinaptica da esosomi o vescicole sinaptiche di trasferimento tra 

neuroni (Khan et al., 2014). Una volta che la proteina tau si ritrova nei neuroni 

postsinaptici, i “semi” di tau innescano successivamente l'aggregazione di tau. Oggi 

questo modello di propagazione e di diffusione transsinaptico è stato ampiamente 

accettato. 
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Capitolo 2 
 

2.1 Abstract 
 
Background: Soluble aggregates of oligomeric forms of tau protein (oTau) have been 

associated with impairment of synaptic plasticity and memory, therefore representing a 

critical hallmark in the etiopathogenesis of Alzheimer’s disease. However, the molecular 

mechanisms underlying the Synaptic and memory dysfunction induced by elevation of 

oTau are still unknown. 

 

Methods: Using a combination of biochemical, electrophysiological and behavioral 

techniques, phosphorylation of the cAMP-responsive element binding (CREB) protein, a 

transcriptional factor involved in memory, as well as long-term potentiation (LTP), a type 

of synaptic plasticity thought to underlie memory formation, and both short-term spatial 

and associative memory, were examined following oTau elevation with/out up-regulating 

the nitric oxide (NO) cascade. 

 

Results: Phospho-CREB increase occurring during memory formation was found to be 

reduced after oTau elevation during memory formation. This lead us to explore whether 

upregulation of various components of the NO signaling pathway impinging onto CREB 

is capable of rescuing oTau-induced impairment of synaptic plasticity, memory and 

CREB phosphorylation. Increased NO levels protected against oTau-induced impairment 

of LTP. This beneficial effect involved the activation of soluble guanylyl cyclase and 

elevation of cGMP levels, which stimulate cGMP-dependent protein kinases (PKG). 

Pharmacological inhibition of cGMP degradation through inhibition of phosphodiesterase 

5 rescued oTau-induced LTP reduction. Activation of PKG rescued oTau-induced LTP 

and memory impairments. Finally, elevation of cGMP levels re-established normal 

CREB phosphorylation after LTP induction in the presence of oTau. 
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Conclusions: Up-regulation of CREB activation through agents acting on the NO cascade 

might be beneficial against tau-induced synaptic and memory dysfunctions. 

 

2.2 Introduzione 
 

Il crescente interesse nella ricerca sull’AD è ora diretto verso la proteina tau, un segno 

distintivo della malattia. Gli aggregati insolubili di tau sono responsabili della formazione 

dei grovigli NFT. Le ultime ricerche si stanno sempre più focalizzando sugli aggregati 

solubili di tau come protagonista nell’eziopatogenesi della malattia in quanto emergono 

come più tossici dei grandi aggregati insolubili. Forme oligomeriche extracellulari di tau 

(oTau) hanno dimostrato di influenzare la memoria, e il suo correlato cellulare noto come 

potenziamento a lungo termine (LTP) (Fá et al., 2016)(Lasagna-Reeves et al., 2012). 

Tuttavia, nonostante la forte connessione tra oTau e la patologia dell’AD (Berger et al., 

2007)(Brunden, Trojanowski, & Lee, 2008), il meccanismo molecolare con cui la 

proteina tau induce disfunzione sinaptica e la compromissione della memoria rimangono 

sconosciuti.  

Esiste un ampio consenso sul fatto che la proteina cAMP (adenosina monofosfato ciclica) 

binding responsive element (CREB) svolga un ruolo chiave nel consolidamento della 

memoria. La modificazione della fosforilazione di CREB è una modifica post-

trascrizionale coinvolta nei meccanismi di trascrizione genica che portano alla plasticità e 

formazione della memoria (Lee & Silva, 2009), ed è probabile che sia in qualche modo 

coinvolta nell’AD (Marambaud et al., 2003)(Vitolo et al., 2002)(S. H. Francis, Busch, 

Corbin, & Sibley, 2010)(Y. Chen et al., 2012)(Nishimoto et al., 1993)(Müller, Cárdenas, 

Mei, Cheung, & Foskett, 2011)(Teich et al., 2015)(Y.-S. Hu, Long, Pigino, Brady, & 

Lazarov, 2013)(Bartolotti, Bennett, & Lazarov, 2016)(Pugazhenthi, Wang, Pham, Sze, & 

Eckman, 2011)(Yamamoto-Sasaki, Ozawa, Saito, Rösler, & Riederer, 1999)(Yamamoto 

et al., 1997). CREB è un crocevia nel percorso di diverse molecole e nei meccanismi che 

sono stati proposti come potenziali bersagli terapeutici per l'AD, compreso il pathway 

dell'ossido nitrico (NO)/guanilato ciclasi/guanosina ciclica protein chinasi (PKG)/CREB, 

quello dell’adenilil ciclasi/protein chinasi cAMP-dipendente (PKA)/CREB e quello del 

mitogeno attivatore della protein chinasi/ERK (MAPK/ERK) (Teich et al., 2015). A 
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questo proposito, la cascata NO/guanilato ciclasi/PKG/CREB è particolarmente attraente 

perché i farmaci che la stimolano, in particolare l’inibitore della fosfodiesterasi 5 (PDE5), 

sono ampiamente usati per la terapia della disfunzione erettile e ipertensione polmonare 

(Francis et al., 2010), ed è quindi plausibile che la loro somministrazione possa essere 

compatibile con l'uso terapeutico. 

 

NO, una molecola gassosa prodotta dall'enzima NO-sintasi, è coinvolta in diverse fasi 

della fisiologia cerebrale, dallo sviluppo alla plasticità sinaptica alla memoria (Arancio et 

al., 1996)(Böhme, Bon, Stutzmann, Doble, & Blanchard, 1991)(Bon & Garthwaite, 

2003). NO attiva la guanil ciclasi solubile (sGC) che, a sua volta, produce cGMP 

(Boulton, Southam, & Garthwaite, 1995), un nucleotide ciclico i cui livelli sono anche 

sottoregolati da PDE5, un enzima che idrolizza specificamente il nucleotide. Seguendo la 

sua produzione, cGMP attiva PKG, una famiglia di chinasi che sono state implicate nella 

modulazione della neurotrasmissione, nell’LTP e nella memoria (Boulton et al., 

1995)(Prickaerts, de Vente, Honig, Steinbusch, & Blokland, 2002)(Paakkari & 

Lindsberg, 1995)(Baratti & Boccia, 1999), e sono in grado di fosforilare CREB. La 

proteomica e gli studi metabolomici hanno rivelato un'omeostasi dell’NO alterata nell'AD 

(Hannibal, 2016). Inoltre, l'up-regulation della cascata di NO attraverso farmaci che 

agiscono su diversi componenti molecolari hanno fornito risultati molto promettenti in 

quegli studi volti a trovare strategie per contrastare il danno della plasticità sinaptica e 

della memoria dagli oligomeri di Aβ (Puzzo et al., 2005)(Fiorito et al., 2013), un'altra 

proteina tossica nell’AD.  

 

Dato che, gli oligomeri di Aβ deteriorano memoria e LTP nei topi (Puzzo et al., 2017) e 

condividono un meccanismo molecolare comune, abbiamo studiato se il danno indotto da 

oTau sulla funzione sinaptica e sulla memoria può essere salvato tramite upregolazione 

dei vari elementi della cascata di NO. 

2.2.1 La biologia della memoria: il ruolo di CREB e dei nucleotidi ciclici 

La caratteristica più rilevante del sistema nervoso è la sua capacità di percepire e adattarsi 

ai cambiamenti ambientali. Gli stimoli esterni sono in grado di indurre effetti drastici e di 
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lunga durata nel cervello regolando la funzione, la generazione, la differenziazione, la 

sopravvivenza o la morte dei neuroni. Questi processi cellulari indotti da stimoli 

ambientali si verificano principalmente attraverso un programma genetico complesso che 

garantisce cambiamenti appropriati nell'espressione genica. I meccanismi alla base di 

questi programmi di trascrizione, dipendenti dall'attività correlata alla funzione neuronale 

e alla plasticità, sono stati oggetto di indagini negli ultimi 20 anni e hanno portato 

all'individuazione di fattori di trascrizione regolati dall'attività neuronale (Z. Qiu & 

Ghosh, 2008). I fattori di trascrizione sono fondamentali per orchestrare specifici 

programmi di espressione genica o reti di geni che facilitino il corretto sviluppo e la 

funzione del cervello. Oltre alla trascrizione, allo splicing e alla traduzione dell’mRNA, 

altri meccanismi, come la regolazione epigenetica, microRNA e traduzione locale, stanno 

ora emergendo come meccanismi fondamentali che regolano le risposte trascrizionali 

cognitive (Riccio, 2010)(Sweatt, 2010).  

Il neuroscienziato spagnolo Santiago Ramón y Cajal è stato il primo a proporre che le 

cellule nervose siano cellule polarizzate del sistema nervoso e che ricevono impulsi di 

corrente che permettono la trasmissione di informazioni dai terminali assonali ai dendriti 

e ai corpi cellulari e possono trasmettere informazioni a grandi distanze tramite gli assoni 

stessi. Originariamente Cajal ipotizzò il potenziale del cervello di adattarsi all'ambiente 

attraverso il rinforzo di connessioni preesistenti e cambiamenti strutturali che 

migliorerebbero l'efficienza dei circuiti neuronali (Jones, 1994). Cajal ha affermato che 

l'aumento della forza delle connessioni neuronali indotte da uno stimolo potrebbe essere 

coinvolto nei processi mentali e di memoria (DeFelipe, 2006). La visione moderna di 

Cajal postula che la forza delle connessioni sinaptiche o dei cambiamenti di plasticità che 

persistono per giorni o molto di più, a seguito della formazione e dell’ apprendimento, 

induce la formazione della memoria. Il rinforzo dipendente dalle attività e il raffinamento 

delle connessioni sinaptiche si verificano durante lo sviluppo e nel cervello adulto. Questi 

cambiamenti di efficacia sinaptica sono mediati da cambiamenti strutturali di lunga 

durata alle sinapsi, che richiedono l'attivazione di specifici programmi di espressione 

genica. Il concetto di espressione genica come meccanismo che regola lo sviluppo e la 

funzione del sistema nervoso è stato inizialmente proposto negli anni '80. Studi 

pionieristici hanno dimostrato che i fattori di crescita e i neurotrasmettitori, come il 
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fattore di crescita delle cellule nervose e l'acetilcolina, hanno migliorato la trascrizione 

dei geni precoci nei neuroni attraverso un meccanismo che richiede infusione di calcio 

(Greenberg, Ziff, & Greene, 1986). Allo stesso modo, è stato dimostrato che l'espressione 

della somatostatina dipende dai livelli ciclici di adenosina 3',5' -monofosfato (cAMP) 

attraverso un elemento responsivo alla cAMP (CRE) situato a monte del sito di inizio 

della trascrizione (Montminy, Sevarino, Wagner, Mandel, & Goodman, 1986). La 

proteina nucleare che si lega selettivamente alla regione CRE del gene della 

somatostatina è identificata come proteina di legame dell'elemento cAMP (CRE) del 

fattore di trascrizione (CREB). Studi condotti negli ultimi due decenni hanno dimostrato 

che il fattore di trascrizione CREB attiva l'espressione di centinaia di geni in risposta a un 

gran numero di stimoli extracellulari (Lonze & Ginty, 2002). La trascrizione mediata da 

CREB è un meccanismo comune che media forme durature di plasticità sinaptica 

nell'ippocampo dei mammiferi, una regione del cervello essenziale per la codifica e 

l'archiviazione della memoria. CREB svolge un ruolo essenziale nella facilitazione della 

memoria a breve termine e nella memoria a lungo termine nell'ippocampo (Silva, Kogan, 

Frankland, & Kida, 1998). Durante questo processo, il coactivatore di CREB, CREB 

binding protein (CBP) e il coattivatore di trascrizione regolato dal CREB (CRTC) 

possono agire come regolatori chiave nei programmi di trascrizione genica mediando tipi 

specifici di memoria.  

 

La base cellulare della memoria.  

 
Il cervello è un organo unico, evolutivamente progettato per percepire il suo ambiente 

interno e quello esterno, per percepire le relazioni causali tra gli stimoli e per modificare 

la sua risposta in modo adattativo. Per realizzare questo incredibile compito, una rete 

autoregolante di 40.000 geni dirige lo sviluppo di una rete cellulare di cento miliardi di 

neuroni con sette miliardi di connessioni tra di loro. Per raggiungere tale complessità 

sconcertante, l'attività computazionale generata da questa rete neurale si nutre 

continuamente della rete genetica sottostante regolando l'espressione dei geni della 

"plasticità", che alterano quindi la connettività neurale (sinaptica). Questi cambiamenti 

sinaptici, distribuiti attraverso il circuito neurale attivato dall'esperienza, sono considerati 

la base fisica della LTM (Bruce, 2001).  Gli studi sugli animali hanno rivelato come 
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questo processo emerga fin dallo sviluppo. I meccanismi indipendenti dall'attività 

controllano innanzitutto la differenziazione dei diversi tipi di cellule nel sistema nervoso 

centrale (SNC) e la formazione iniziale dei processi neuronali. Questi passaggi si 

traducono in modelli di connessioni sinaptiche ampiamente stereotipati, sebbene spesso 

grezzi. Quindi, i meccanismi dipendenti dall'attività promuovono lo sharpening e il 

perfezionamento di questi circuiti mentre le sinapsi maturano. Le intuizioni fisiologiche 

sono emerse dai modelli cellulari di plasticità sinaptica. La riorganizzazione sinaptica 

continua all'interno del cervello adulto, a sostegno della nozione che la plasticità 

comportamentale e la plasticità dello sviluppo potrebbero essere diverse manifestazioni di 

un medesimo meccanismo molecolare che viene conservato nella plasticità sinaptica 

(Weeber & Sweatt, 2002). 

 

Le basi biochimiche della memoria: la proteina CREB.  

 
Studi molecolari hanno indagato sulla biochimica che è alla base della plasticità cercando 

di collegare vari aspetti della plasticità sinaptica (LTP) con la plasticità comportamentale. 

Le esatte entità biochimiche che partecipano alla segnalazione inter- e intracellulare, che 

alla fine producono cambiamenti nella struttura e nella funzione delle sinapsi, sono 

numerose e sono ancora in fase di scoperta. Ad oggi, tuttavia, alcuni aspetti chiave del 

processo sono ben consolidati. Innanzitutto, l'attivazione del recettore NMDA (N-metil-

D-aspartato) (nei mammiferi) sembra essere centrale nella risposta biochimica transitoria 

locale della sinapsi. Secondo, con schemi appropriati di attività neurale (che spesso 

richiedono ripetizione e riposo (Impey et al., 1996), queste risposte biochimiche 

transitorie inducono cambiamenti nell'espressione genica nel nucleo cellulare tramite 

attivazione (cioè fosforilazione) del fattore di trascrizione CREB (Bartsch et al., 

1995)(Alberini, Ghirardi, Metz, & Kandel, 1994)(Taubenfeld et al., 2001)(Mizuno et al., 

2002). Questa risposta trascrizionale dipende anche dall'attivazione del recettore NMDA 

(Shaywitz & Greenberg, 1999)(Cammarota et al., 2000). Terzo, sebbene molte chinasi 

possano partecipare ai cambiamenti biochimici sinaptici locali, la protein chinasi A 

(PKA) (chinasi ciclica dipendente dall'AMP) e le vie di segnalazione della chinasi della 

proteina mitogenata (MAP) svolgerebbero ruoli dominanti nell'attivazione di CREB 

(Xing, Ginty, & Greenberg, 1996)(Martin, Michael, et al., 1997)(Impey et al., 1998). In 
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quarto luogo, CREB regola una cascata di fattori di trascrizione coinvolta in un processo 

di crescita che produce cambiamenti strutturali specifici della sinapsi (Frey & Morris, 

1997)(Martin, Casadio, et al., 1997)(Frey & Morris, n.d.)(Casadio et al., 1999). Questo 

processo sembra implicare il trasporto di microtubuli di mRNA nascenti nelle regioni 

sinaptiche e la regolazione locale della traduzione (Dubnau et al., 2003). 

 

Un interruttore molecolare per LTM.  

 
Studi neurogenetici hanno dimostrato che CREB è un punto di controllo chiave per la 

formazione della LTM (Tully, 1997). Le mutazioni che interessano la perdita di funzione 

di CREB lasciano l'apprendimento e la STM intatti, ma compromettono la LTM (Yin et 

al., 1994)(Bourtchuladze et al., 1994)(Lamprecht, Hazvi, & Dudai, 1997)(J F Guzowski 

& McGaugh, 1997)(Pittenger et al., 2002)(Kida et al., 2002). Anche le mutazioni con 

guadagno di funzione lasciano intatto l'apprendimento e la STM, ma migliorano la 

formazione della LTM in particolare riducendo la quantità di allenamento richiesta per 

produrre il massimo della LTM (Yin, Del Vecchio, Zhou, & Tully, 1995)(Josselyn et al., 

2001). Manipolazioni simili di CREB, inoltre, producono anche cambiamenti 

concomitanti nella struttura e nelle funzioni sinaptiche sottostanti in diversi modelli 

animali e in varie regioni del cervello dei mammiferi (Dash, Hochner, & Kandel, 

1990)(Barco, Alarcon, & Kandel, 2002)(Davis, Schuster, & Goodman, 1996)(Sanyal, 

Sandstrom, Hoeffer, & Ramaswami, 2002)(Ahn, Ginty, & Linden, 1999)(Barth et al., 

2000)(Pham, Rubenstein, Silva, Storm, & Stryker, 2001).  L'osservazione che opposte 

manipolazioni genetiche producono effetti opposti sulla LTM indicano che CREB 

funziona come un "interruttore molecolare" limitante la velocità nel suo percorso 

biochimico. L’utilizzo di farmaci agonisti e antagonisti sono l'equivalente chimico delle 

manipolazioni genetiche di guadagno e di perdita di funzione. Da questa prospettiva 

biologica, quindi, gli obiettivi molecolari ideali per la scoperta dei farmaci sono quelli 

che agiscono come interruttori molecolari. Più in generale, questi studi neurobiologici 

indicano chiaramente che molti geni sono coinvolti in ciascuno dei diversi stadi 

funzionalmente distinti della formazione della memoria. È probabile che molti di questi 

geni agiscano come interruttori molecolari e possano essere potenziali bersagli per lo 

screening dei farmaci. In definitiva, questi diversi farmaci potrebbero offrire l'opportunità 
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di adattare terapie specifiche a specifici aspetti della perdita di memoria, e particolari 

combinazioni di farmaci che modulano fasi separate della formazione della memoria 

potrebbero fornire trattamenti più efficaci. 

2.2.1.2 Nucleotidi ciclici 

 
I nucleotidi ciclici (cAMP e cGMP) sono molecole, dette anche segnali intracellulari, che 

regolano una miriade di processi nel sistema nervoso centrale (CNS), tra cui la 

neurogenesi, la costruzione di complessi circuiti neuronali, l’apoptosi, la plasticità 

sinaptica, il sonno, il gating sensomotorio, la stabilità dell'umore, la memoria e altre 

funzioni cognitive (Kaplan, Kent, Charron, & Fournier, 2014)(Averaimo & Nicol, 

2014)(Nicol & Gaspar, 2014)(Heckman, Blokland, Ramaekers, & Prickaerts, 2015). 

L’invecchiamento, l’età e le malattie, compreso il morbo di Alzheimer, la malattia di 

Huntington (HD) e malattia di Parkinson (PD), sono associati a deficit in molti, se non in 

tutti, questi processi (Apple, Solano-Fonseca, & Kokovay, 2017), e ciò suggerisce che la 

normale funzione dei nucleotidi ciclici possa essere compromessa in questi pazienti. 

 

Entrambe i percorsi in cui sono implicati il cAMP e il cGMP sono composti da numerose 

molecole responsabili della sintesi, esecuzione e scomposizione dei loro segnali (Fig. 1).  

 

 



 51 

 
 

 

Figura 1. Le cascate di segnalazione responsabili della sintesi, esecuzione e rottura dei segnali cAMP e cGMP. I 

recettori accoppiati alle proteine G attivano le proteine G eterotrimeriche contenenti un inibitore (Gi) o attivita’ (Gs) 

della subunità alfa (facilitando lo spostamento di un limite PIL per GTP) che agiscono sulla adenil ciclasi 

transmembrana (TAC). Al contrario, si attivano calcio e bicarbonato (HCO3) AC solubile (CAA). Le ACs sintetizzano 

la formazione del 3',5'-ciclico monofosfato di adenosina (cAMP) dall’ ATP. cAMP può quindi attivare la proteina di 

scambio attivata da cAMP (Epac), la protein chinasi A (PKA) o CNG. I peptidi natriuretici (NP) attivano recettori 

particolari quali le guanilil ciclasi (pGC), e l'ossido di azoto (NO) stimola il GC solubile (sGC). Il GC sintetizza la 

formazione di 3',5'-ciclico guanosina monofosfato (cGMP) dal GTP. Il cGMP attiva la protein chinasi G (PKG) e il 

CNG. L'attivazione di PKA e/o PKG porta alla fosforilazione e attivazione del fattore di trascrizione CREB (proteina di 

legame dell'elemento di risposta del cAMP). 11 sono le famiglie di 3',5'-nucleotidi fosfodiesterasi nucleotidiche (PDE) 

che idrolizzano il cAMP e/o cGMP e l'attività di selezione delle PDE (indicate con *) sono regolate allostericamente 

dal cAMP o cGMP in modo da ottenere la massima efficacia con effetti collaterali minimi. 

 

È noto da tempo che il cAMP è sintetizzato nel cervello dalla adenilil ciclasi (AC) una 

proteina transembrana, che e’ attivata dal Gsα e inibita dal Giα (Neves, Ram, & Iyengar, 

2002). Più recentemente, tuttavia è stato dimostrato che il cAMP è anche sintetizzato nel 

cervello da AC solubili, che sono espresse nella glia e nei neuroni dei mammiferi e sono 

attivate da bicarbonato e calcio (J. Chen, Martinez, Milner, Buck, & Levin, 2013). Il 

cGMP è sintetizzato dalle ciclasi guanilil particolate (pGC), che sono attivate dai peptidi 

natriuretici, e dalle ciclasi guaniliche solubili (sGC), che sono attivate dall’ossido nitrico 

(NO) (Gorczyca, Kobiałka, Kuropatwa, & Kurowska, 2003). Il cAMP attiva la protein 

chinasi A (PKA), la proteina attivata dal cAMP (Epac) e i canali di gating dei nucleotidi 
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ciclici; mentre, il cGMP attiva la protein chinasi G (PKG) e i nucleotidi ciclici controllati 

dai canali. L’attivazione dei percorsi del cAMP o del cGMP può infine portare 

all'attivazione (cioè alla fosforilazione) di CREB per facilitare la trascrizione dei geni 

dipendenti dalla poteina CRE. cAMP e cGMP sono degradati da 11 famiglie di 

fosfodiesterasi (PDE), alcune delle quali sono modulate allostericamente dagli stessi 

cAMP e cGMP (S. H. Francis et al., 2010). 

 

Alterazioni nella segnalazione dei nucleotidi ciclici associati all'invecchiamento 

 
Gli studi mostrano risultati contrastanti per quanto riguarda l'effetto dell'età sulla sintesi 

del cAMP. Riduzioni nell’attività basale e in quelle Gαs-stimolate sono correlate 

all'aumento dell'età nei campioni di cervello umano (regione non specificata) (Cowburn, 

O’Neill, Ravid, Winblad, & Fowler, 1992). Sfortunatamente, gli studi sugli animali sono 

altamente contrastanti per quanto riguarda le segnalazioni di cambiamenti legati all'età 

nell'attività della AC. In diverse regioni del cervello (ippocampo, corteccia, striato e 

cervelletto), alcuni studi condotti su animali hanno mostrato una netta riduzione legata 

all'età nell'attività della AC mentre altri studi non hanno mostrato alcun cambiamento 

(Hara, Onodera, Kato, & Kogure, 1992)(Sugawa & May, 1994)(Puri & Volicer, 

1981)(Araki, Kato, Fujiwara, & Itoyama, 1995). 

I cambiamenti nei livelli di cAMP correlati all'età nel tessuto umano sono anch’essi 

confusi e quelli nel cervello dei roditori sono in qualche modo in conflitto, ma emergono 

alcune tendenze generali. Nell'uomo e nei roditori, i livelli basali di cAMP sono diminuiti 

nei globuli bianchi dei giovani adulti, rispetto agli anziani (Birkenfeld & Ben-Zvi, 

1984)(Fulop, Kekessy, & Foris, 1990). I livelli di cAMP sono ridotti nel siero in 

correlazione all'età rispetto ai giovani roditori adulti (R. Hu et al., 2007), ma i livelli sono 

invariati nei microvasi umani cerebrali degli individui anziani (Grammas, Roher, & Ball, 

n.d.)(Martínez, Hernández, & Hernanz, 2001). I livelli basali di cAMP non sembrano 

cambiare con l’età nell'ippocampo dei roditori (Hara et al., 1992)(Puri & Volicer, 

1981)(Titus, Furones, Kang, & Atkins, 2013); tuttavia, nel danno traumatico cerebrale 

(TBI) i livelli del cAMP dell’ippocampo dei roditori anziani o dei giovani adulti sono 

significativamente ridotti (Titus et al., 2013). Allo stesso modo, i livelli basali di cAMP 

non sembrano differire tra adulti e giovani adulti nel cervelletto dei roditori (Hara et al., 
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1992)(Puri & Volicer, 1981); tuttavia, norepinefrina e i livelli di cAMP stimolati dal 

kainato sembrano essere significativamente diminuiti nel cervelletto dei roditori anziani 

(Schmidt & Thornberry, 1978). Al contrario, i livelli basali del cAMP sono diminuiti 

nella corteccia dei roditori invecchiati (Titus et al., 2013)(Schmidt & Thornberry, 

1978)(Hara et al., 1992)(Puri & Volicer, 1981)(Zimmerman & Berg, 1974)(Berg & 

Zimmerman, n.d.), così come i livelli basali di cAMP nel talamo e/o nell'ipotalamo (Titus 

et al., 2013)(Schmidt & Thornberry, 1978)(Puri & Volicer, 1981). L’iniezione di un 

analogo del cAMP nella corteccia prefrontale mima i deficit legati all'età nella memoria 

del lavoro; mentre l'infusione di un bloccante del cAMP inverte i deficit legati all'età 

nella memoria del lavoro e corrispondenti endpoint neurofisiologici (Ramos et al., 

2003)(M. Wang et al., 2011)(Vandesquille et al., 2013).  

L'attività della PKA non è sempre ridotta con l'invecchiamento, tuttavia, un’aumento 

dell'attività della PKA è stato notato nei microvasi nel cervello dei roditori anziani o 

giovani adulti (Cashman & Grammas, 1995). Quindi, l'effetto dell'invecchiamento sul 

segnale cAMP sembra essere specifico per regioni determinate del cervello. 

 

Altri studi hanno esaminato i potenziali cambiamenti legati all'età nel percorso NOS-sGC 

che potrebbero contribuire alle alterazioni della sintesi del cGMP. I risultati sono 

altamente contraddittori in quanto i cambiamenti nell'attività della NOS sono strettamente 

legati all'età. Blum-Degen e colleghi non hanno trovato alcuna differenza nell'attività 

della NOS nella corteccia parietale umana invecchiata vs quella di soggetti giovani, come 

anche nel nucleo accumbens o nel cervelletto (Blum-Degen et al., 1999). Nella letteratura 

animale, tuttavia, ci sono diversi risultati che segnalano l’aumento, la diminuzione o 

nessun cambiamento nell'attività della NOS nell’età avanzata vs ippocampo, cervelletto e 

corteccia dei giovani adulti, senza rilevanti differenze per spiegare e giustificare risultati 

così discrepanti (Chalimoniuk & Strosznajder, n.d.)(P Liu, Smith, Appleton, Darlington, 

& Bilkey, 2004)(P Liu, Smith, Appleton, Darlington, & Bilkey, 2003)(Ping Liu, Smith, 

Appleton, Darlington, & Bilkey, 2005). I rapporti tra le specie sono più coerenti per 

quanto riguarda i cambiamenti legati all'età nell'espressione delle GC e/o dell’attività. 

L'espressione della sGC diminuisce tra i 60 e i 90 anni di età nella corteccia frontale 

umana, prefrontale, parietale e orbitale nel nucleo accumbens (Ibarra, Nedvetsky, 
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Gerlach, Riederer, & Schmidt, 2001); inoltre l'attività della GC è ridotta in età avanzata 

rispetto ai roditori adulti nell’ippocampo e nel cervelletto (Chalimoniuk & Strosznajder, 

n.d.). Insieme, questi studi suggeriscono che l'invecchiamento può essere associato a una 

ridotta sintesi di cGMP nel cervello. 

I livelli del cGMP sono aumentati nei globuli bianchi prelevati in soggetti avanti con l’età 

rispetto ai giovani adulti (Fulop et al., 1990) e anche nel siero da roditori anziani o da 

giovani adulti (R. Hu et al., 2007). Al contrario, tuttavia, i livelli di cGMP sono ridotti 

nelle piastrine delle persone anziane o giovani adulti (Kawamoto et al., 2005) . Nell’età 

avanzata i livelli del cGMP nel cervello umano sono fortemente diminuiti, mentre negli 

studi sui roditori hanno identificato una diminuzione dei livelli del cGMP nei cervelli 

anziani rispetto ai giovani adulti (Puri & Volicer, 1981)(Schmidt & Thornberry, 

1978)(Chalimoniuk & Strosznajder, n.d.)(Scavone et al., 2005) anche nell’ippocampo, 

ma non nella corteccia (Chalimoniuk & Strosznajder, n.d.). Anche l'accumulo del cGMP 

stimolato dal glutammato è gravemente compromesso nell’ippocampo dei giovani 

roditori adulti e nel cervelletto (Piedrafita, Cauli, Montoliu, & Felipo, 2007). Coerente 

con una riduzione dei livelli di cGMP, l'attività della PKG è diminuita anche nel 

cervelletto di ratto anziano rispetto al giovane (Scavone et al., 2005). Inoltre, gli inibitori 

della PDE2 (Domek-Łopacińska & Strosznajder, 2008), PDE3 (Yanai, Toyohara, 

Ishiwata, Ito, & Endo, 2017) e PDE5 migliorano i deficit correlati con l’età nei valori di 

pCREB, LTP e/o nella memoria nei roditori (Palmeri, Privitera, Giunta, Loreto, & Puzzo, 

2013)(Orejana, Barros-Miñones, Jordán, Puerta, & Aguirre, 2012)(Devan et al., 2014). 

Pertanto, l'aumento della segnalazione di cGMP può anche rivelarsi una buona strategia 

percorribile per il trattamento del declino cognitivo legato all'età.  

La stragrande maggioranza degli studi sull'età che esaminano la segnalazione della 

proteina CREB sono concentrati sull'ippocampo, con alcuni studi incentrati anche su 

specifici sottoregioni della corteccia. Negli esseri umani, i livelli di CREB 

nell'ippocampo sono diminuiti con l'aumentare dell'età (Yamamoto-Sasaki et al., 1999). 

Nei roditori, numerosi studi riportano una significativa diminuzione della fosforilazione 

basale e/o indotta dall'addestramento di CREB (pCREB) nell’ippocampo di roditori 

anziani o giovani adulti (Dagnas, Guillou, Prévôt, & Mons, 2013)(Porte, Buhot, & Mons, 

2008), con solo uno studio che suggerisce che questa riduzione del pCREB legata all'età 
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sia limitata ai soggetti con problemi cognitivi. Inoltre, la sovraespressione di CREB nei 

roditori in particolare nella parte CA1 dell’ippocamppo è sufficiente per il salvataggio 

della memoria legata all'età e dei deficit neurofisiologici  (X.-W. Yu, Curlik, Oh, Yin, & 

Disterhoft, 2017). Nella corteccia dei roditori giovani e adulti, pCREB sembra essere 

diminuita nelle regioni parietali, (Titus et al., 2013) ma comunque aumentata nelle 

regioni prefrontali (Ramos et al., 2003)(Vandesquille et al., 2013). Questi dati 

suggeriscono che cambiamenti specifici in determinate regioni cerebrali dei nucleotidi 

ciclici accompagnano l'invecchiamento, con diminuzioni di questi nell’ippocampo e in 

alcune regioni corticali, ma aumento in modo specifico nella corteccia prefrontale.  

 

Alterazioni nella segnalazione del nucleotide ciclico associate a Malattia di Alzheimer, 

lieve deterioramento cognitivo (MCI), e demenza 

 
Studi sui pazienti, modelli animali e modelli in vitro suggeriscono che le alterazioni 

specifiche di determinate regioni del cervello nella segnalazione di cAMP possano 

contribuire alla patologia correlata alla demenza. L'attività delle AC stimolata dalle Gα 

sembra essere ridotta nell’ippocampo (O’Neill et al., 1994)(Schnecko, Witte, Bohl, Ohm, 

& Lemmer, 1994)(Ohm, Bohl, & Lemmer, 1989)(Ohm, Bohl, & Lemmer, 1991), nella 

corteccia temporale (Cowburn et al., 1992)(Bonkale et al., 1996), nella corteccia frontale 

(Cowburn et al., 1992), nella corteccia occipitale (Cowburn et al., 1992) e nel cervelletto 

(Bonkale et al., 1996)(Schnecko et al., 1994) dei pazienti con AD o una forma più lieve 

di demenza rispetto ai controlli. Il rapporto tra l’attività basale delle AC e quelle 

stimolate dalla forskolina nei pazienti è alquanto contraddittorio. 

Studi in vitro e sui roditori dimostrano che la sovraespressione di BACE1 (β- enzima di 

scissione della proteina precursore dell'amiloide 1) o l’infusione di Aβ1-42 sono 

sufficienti per ridurre i livelli di cAMP nei lisati del cervello (Schnecko et al., 1994) e 

nell’ippocampo. In una linea separata di studi, riduzioni significative del legame del 

cAMP sono state misurate nella frazione citosolica, ma non nella frazione particellare, 

della corteccia entorinale e del subiculo prelevato da pazienti con AD e con gravi depositi 

di amiloide (Bonkale, Cowburn, Ohm, Bogdanovic, & Fastbom, 1999). Un’analoga 

tendenza verso valori ridotti di cAMP e’ stata osservata anche nelle frazioni citosoliche 

ippocampali dei pazienti con AD e severa deposizione di amiloide (Bonkale et al., 1999). 



 56 

Studi sia su pazienti con AD, che su modelli di roditori, che in modelli in vitro riportano 

anche una ridotta espressione e/o attività della PKA (Y. Chen et al., 2012)(Kim, Nairn, 

Cairns, & Lubec, 2001)(Liang, Liu, Grundke-Iqbal, Iqbal, & Gong, 2007)(Du et al., 

2014)(Vitolo et al., 2002)(Shi et al., 2011). Soprattutto, è da notare come i deficit 

ippocampali siano invertiti nei modelli di AD quando i livelli di cAMP sono aumentati 

sia perchè stimolati da attività delle AC con forskolina (Q.-W. Wang, Rowan, & Anwyl, 

2009) o, come discusso di seguito, dalla riduzione dell'espressione e/o dell'attività di 

cAMP-PDE (Puzzo et al., 2005)(Gong et al., 2004)(Annerieke S R Sierksma et al., 

2013)(A S R Sierksma et al., 2014). Inoltre, la capacità degli agenti che aumentano la 

concentrazione del cAMP e che quindi sono in grado di invertire/prevenire il deficit da 

parte della Aβ1-42 nell'ippocampo richiede la PKA (Vitolo et al., 2002)(Q.-W. Wang et 

al., 2009). Insieme, questi studi suggeriscono fortemente che la riduzione della 

segnalazione del cAMP a causa della PKA sia una caratteristica chiave della patologia 

AD.  

 

Anche aumenti localizzati del cAMP possono contribuire alla patologia dell’AD. I livelli 

aumentati di cAMP sono stati misurati nei vasi cerebrali dei pazienti affetti da AD e nei 

controlli sani (Grammas et al., n.d.)(Martínez et al., 2001). Sebbene 2 studi non abbiano 

trovato differenze sostanziali nei livelli di cAMP nel CSF dei pazienti affetti da AD 

paragonati ai controlli (Ugarte et al., 2015)(Hesse et al., 2017), un altro studio ne ha 

invece rilevato elevati livelli nei pazienti AD (Martínez et al., 1999). È interessante 

notare che i livelli elevati di cAMP nel CSF, trovati nell'ultimo studio, siano correlati con 

i livelli di proteina tau (Martínez et al., 1999). La PKA è strettamente associata a NFT 

(Jicha et al., 1999) ed è noto iperfosforilare la proteina Tau, in particolare nei residui 

S198, S199, S214 e S409 (Jicha et al., 1999)(Robertson et al., n.d.). Inoltre, Tau-pS214 e 

Tau-pS409 si trovano solo nel tessuto dei pazienti AD (Jicha et al., 1999). Un tale 

meccanismo localizzato potrebbe spiegare perché studi hanno dimostrato che basse dosi, 

ma non alte dosi, di inibitori della PKA sono in grado di migliorare la gravità della 

patologia (Eftekharzadeh et al., 2012)(Amini et al., 2015)(Ueda, Yagami, Kageyama, & 

Kawasaki, 1996), nonostante il fatto che l’attività della PKA globale è ampiamente 

ridotta nei pazienti con AD e nei modelli animali (Y. Chen et al., 2012)(Kim et al., 
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2001)(Vitolo et al., 2002) e che meccanismi che aumentano la via di segnalazione 

cAMP/PKA/CREB sembrano prevenire e/o invertire alcuni dei deficit relativi alla 

patologia (Du et al., 2014)(Vitolo et al., 2002)(Q.-W. Wang et al., 2009)(A S R Sierksma 

et al., 2014)(Tai, Chien, Chang, & Yang, 2017)(Maki et al., 2014)(Cameron, Whiteley, 

Day, Parachikova, & Baillie, 2017) (Bate & Williams, 2015). Detto questo, la 

fosforilazione da parte della PKA da parte di tau non sempre promuove i NFT. Ad 

esempio, se PKA fosforila tau sul residuo S214 dopo che la glicogeno sintasi chinasi-3β 

(GSK-3β) ha fosforilato il residuo Thr214 si formerebbero i filamenti elicoidali 

accoppiati (PHF); tuttavia, se PKA fosforila S214 prima delle fosforilazioni GSK-3β sul 

residuo Thr214 pTau non forma i PHF (Zheng-Fischhöfer et al., 1998). In effetti, è la 

fosforilazione della PKA su tau che riduce o aumenta la sua affinità per i microtubuli e ne 

determina anche il suo assemblaggio nei PHF (Schneider, Biernat, von Bergen, 

Mandelkow, & Mandelkow, 1999), forse perché precedente la fosforilazione di tau da 

parte della PKA renderebbe alcuni siti di tau meno accessibili ad altre chinasi 

(Raghunandan & Ingram, 1995).  

 

Oltre alle riduzioni nella sintesi del cAMP, potrebbero esserci anche altre alterazioni 

associate all'AD nella degradazione del cAMP dovute a specifiche famiglie di PDE. È 

stata osservata una maggiore espressione della PDE3 presente nella microcircolazione 

cerebrale (Maki et al., 2014). La presenza dell’Aβ1-42 solubile e fibrillare aumenta 

l'espressione della PDE4B nella microglia in coltura, portando all’aumento della 

neuroinfiammazione (Sebastiani et al., 2006). Nei pazienti con AD nello stadio iniziale 

sono aumentati gli mRNA della PDE4B e l’mRNA della PDE4A nella corteccia 

entorinale; tuttavia, l'espressione dell’mRNA della PDE4A è ridotta nella corteccia 

frontale e nella CA2 di pazienti con AD in stadio avanzato. L'mRNA PDE4D1 è stato 

trovato con valori raddoppiati nell'ippocampo di un paziente AD, mentre PDE4D2 e 

PDE4D3 rimangono immutati e PDE4D5-9 sono drasticamente ridotti (McLachlan et al., 

2007). L'espressione dell’mRNA di PDE4D è stato trovato aumentato nel putamen dei 

pazienti con AD, ma riportato come immutato nella corteccia temporale nei pazienti AD 

(Ugarte et al., 2015). L'mRNA del PDE7A è ridotto nel giro dentato (DG) 

dell’ippocampo, mentre l'espressione della PDE8B è aumentata nel DG e nel CA2 
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dell’ippocampo (Pérez-Torres et al., 2003). Nessun cambiamento nell'espressione è stato 

notato per il PDE10A nella corteccia temporale (Ugarte et al., 2015) o nella PDE2A 

specifica per la corteccia, l’ippocampo, lo striato o il cervelletto dei pazienti con AD 

(Reyes-Irisarri, Sánchez, García-Merino, & Mengod, 2007). Pertanto, i cambiamenti 

associati all'AD nell'espressione/attività delle PDE sono chiaramente imputabili alle 

isoforme e alle regioni specifiche del cervello. Sebbene non tutti gli studi identifichino 

una sovraregolazione dell'espressione o dell’attività della cAMP-PDE nei pazienti con 

AD, gli inibitori della PDE hanno dimostrato l’efficacia nei modelli umani e animali. 

 

Anche nell’attività dell’enzima NOS sono state riscontrate numerose differenze tra 

soggetti malati e controlli sani. Infatti rispetto ai controlli sani nei pazienti affetti da AD 

sono stati riscontrati ridotti valori dell’espressione dell’inibitore della NOS endogeno nel 

CSF (Abe, Tohgi, Murata, Isobe, & Sato, 2001)ed è stato riscontrato una maggiore 

attività della NOS nelle piastrine di pazienti con AD (Kawamoto et al., 2005). 

L’aumentata espressione della NOS è stata anche riscontrata nell’ippocampo dei pazienti 

con AD (Yew, Wong, Li, Lai, & Yu, 1999) così come nella microglia e nei monociti 

trattati con Aβ1-40 (Combs, Karlo, Kao, & Landreth, 2001). L’aumentata attività della 

NOS fornirebbe una quantità di NO aggiuntiva che potrebbe attivare le sGC. Questi 

aumenti nella via di segnalazione della NOS possono essere indicati come un compenso 

in risposta al cambiamento della ridotta espressione e/o attività delle sGC. In effetti, la 

ridotta attività delle sGC, ma non del pGC, è stata notata in maggior misura nella 

corteccia temporale dei pazienti con AD (Bonkale, Winblad, Ravid, & Cowburn, 1995) e 

una diminuzione dell'attività e/o espressione delle sGC è stata osservata negli astrociti 

reattivi dei pazienti con AD (Baltrons, Pedraza, Heneka, & García, 2002) e negli astrociti 

coltivati trattati con Aβ1-40 o Aβ25-35 (Duszczyk, Kuszczyk, Guridi, Lazarewicz, & 

Sadowski, 2012).  

 

Coerente con l'idea che l’AD sia associato a una diminuzione nella via di segnalazione 

dei livelli di sGC, i livelli del cGMP sono significativamente ridotti nel liquido 

cerebrospinale dei pazienti affetti da AD in confronto ai controlli; i livelli inferiori del 

cGMP nel CSF sono significativamente correlati a un peggioramento delle prestazioni 
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all'esame mini mental state (MMSE) (Ugarte et al., 2015). Anche i livelli di cGMP sono 

ridotti nelle piastrine nei pazienti con AD (Kawamoto et al., 2005). Modelli di topo AD 

non mostrano una sovraregolazione dei livelli di cGMP dopo l'attivazione del recettore 

NMDA nell'ippocampo (Duszczyk et al., 2012), e le sezioni ippocampali non mostrano 

un’upregulation del cGMP indotta dall’LTP quando l’animale è trattato con Aβ1-42 

(Puzzo et al., 2005). È importante sottolineare che, trattamenti che elevano i livelli del 

cGMP migliorano l'infiammazione microgliale (Paris et al., 1999), i livelli del 

glutammato sinaptosomiale e il deficit del trasporto del glucosio (Mattson, 1997), la 

citotossicità (Wirtz-Brugger & Giovanni, 2000) e il deficit dell’LTP causati dall'infusione 

di Aβ (Puzzo et al., 2005) o che si trovano nei sinaptosomi dei pazienti con AD (Prieto et 

al., 2017). Presi insieme, questi studi valorizzano fortemente come causa il 

deterioramento dell’asse sGC/cGMP/PKG nell’AD. 

Oltre a ridurre la sintesi del cGMP tramite l’azione delle sGC, l'AD può essere anche 

associato a una maggiore degradazione del cGMP da parte dei cGMP-PDE. Un aumento 

di ben 5 volte dell'espressione della PDE5A specifica per il cGMP è stato riportato nella 

corteccia temporale dei pazienti affetti da AD rispetto ai controlli (Ugarte et al., 2015), 

mentre senza significativi modifiche è stata rilevata l'espressione della PDE9A specifica 

per il cGMP o nell’espressione delle PDE2A e PDE10A (Ugarte et al., 2015). Gli 

inibitori delle PDE5A sono invece in grado di migliorare i deficit dell’LTP nei 

sinaptosomi dei pazienti con AD (Prieto et al., 2017) e ridurre la citotossicità, il carico di 

Aβ, l’iperfosforilazione di tau, la disfunzione sinaptica e il deficit della memoria nei topi 

AD (Palmeri et al., 2013)(Puzzo et al., 2009) in modo PKG dipendente.  

2.2.2 Regolazione dell’attività trascrizionale di CREB nei neuroni e suoi coattivatori 

La proteina CREB è ampiamente espressa nel cervello e in particolare nelle regioni 

essenziali per codificare l'apprendimento e la memoria, tra cui l'ippocampo e la corteccia. 

CREB è una proteina da 43 kDa che si lega alla sequenza consenso CRE altamente 

conservata 5'-TGACGTCA-3'. CREB appartiene alla superfamiglia bZIP dei fattori di 

trascrizione che sono strutturalmente caratterizzati da un dominio a cerniera della leucina 

che media la dimerizzazione e una regione basale C-terminale che si lega al DNA. Questa 

famiglia di fattori di trascrizione include CREB, il modulatore di elezione (cAMP) e il 
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fattore di trascrizione 1 (ATF-1) (Lonze & Ginty, 2002). L'omolettura e la struttura della 

sequenza consentono interazioni omo- ed eterodimeriche tra i membri di questa famiglia 

di fattori di trascrizione. È stato descritto che isoforme di splicing alternativo di CREM e 

CREB agiscono come attivatori o repressori della trascrizione (Foulkes, Borrelli, & 

Sassone-Corsi, 1991)(Walker & Habener, n.d.). Diversi stimoli extracellulari convergono 

nel nucleo per attivare l'espressione genica attraverso CREB. (Figura 2) Segnali cellulari 

che aumentano i livelli intracellulari di cAMP e Ca2+ innescano la fosforilazione del 

CREB sulla Ser133, un passaggio obbligato per la trascrizione CREB-dipendente di più 

geni tra cui somatostatina e c-fos (Gonzalez & Montminy, 1989)(Sheng, Thompson, & 

Greenberg, 1991). Diverse chinasi attivate dai secondi messaggeri sono in grado di 

fosforilare CREB su Ser133, rendendola un punto di potenziale convergenza per più vie 

di segnalazione intracellulare. Tra le chinasi che mediano la fosforilazione di CREB sulla 

Ser133 ci sono Ca2+/calmodulina (CaM), le proteine chinasi CaMKII e CaMKIV, la 

proteina chinasi attivata con ras-mitogeno (MAPK/ERK), e le chinasi attivate da MAPK 

e cAMP-protein chinasi A dipendente (PKA) (Deisseroth, Bito, & Tsien, 1996). 

L'attivazione di CREB da parte di chinasi distinte dipende da diversi fattori tra cui il tipo 

di cellula, lo stimolo fisiologico e i secondi messaggeri coinvolti. La fosforilazione della 

proteina CREB è rapidamente evocata dagli stimoli sinaptici che inducono il 

potenziamento e la depressione della forza sinaptica, mentre i potenziali d'azione ad alta 

frequenza da soli non riescono a indurre la fosforilazione della proteina CREB 

(Deisseroth et al., 1996). La fosforilazione della proteina CREB e la traslocazione 

nucleare indotte dall'attività sinaptica sono largamente mediate dall'infusione del Ca2+, 

dalla mobilizzazione di CaM al nucleo e dall'attivazione di CaMKIV (Deisseroth et al., 

1998). Il meccanismo con il quale il Ca2+ locale viene trasportato al nucleo per attivare la 

trascrizione dei geni coinvolge la traslocazione di CaM mediata dai canali del calcio 

voltaggio dipendente di tipo L (VGCC), i recettori NMDA e l’attivazione del pathway 

MAPK/ERK (Dolmetsch, Pajvani, Fife, Spotts, & Greenberg, 2001). In effetti, il metodo 

specifico di ingresso del Ca2+ in un neurone determina quali percorsi di segnalazione 

saranno poi attivati e quali saranno le specifiche risposte cellulari al calcio. Per esempio, 

l'infusione di Ca2+ attraverso VGCC di tipo L apporta un contributo minore alla corrente 

di calcio indotta dalla sinapsi, ma è particolarmente efficace per attivare la trascrizione 
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dipendente dal CREB (Pardy et al., 1992)(A. E. West et al., 2001). La fosforilazione del 

CREB è essenziale ma non sufficiente per la trascrizione genica. Pertanto, 

neurotrasmettitori e fattori di crescita sono in grado di indurre la fosforilazione di CREB 

sulla Ser133, sebbene non inducano sempre l'espressione genica (Bonni, Ginty, Dudek, & 

Greenberg, 1995). La tempistica e la durata della fosforilazione di CREB sono cruciali 

per la trascrizione mediata da CREB. Per esempio, gli stimoli che inducono una 

fosforilazione a lungo termine di CREB sulla Ser133 si traducono in espressione genica 

dipendente dalla CRE (Bito, Deisseroth, & Tsien, 1996). CREB è rapidamente fosforilata 

da una via CaMKIV-dipendente in risposta all'attività neuronale indotta da condizioni 

depolarizzanti, stimolazione sinaptica o allenamento comportamentale (Bito et al., 1996). 

Questo è seguito da una fosforilazione decisamente più lenta ma duratura che dipende da 

CaMKIV e Ras/MAPK che sono importanti per l'attivazione dell'espressione genica (X. 

Wu & McMurray, 2001). Tuttavia, la trascrizione dipendente dalla proteina CREB 

dipende da molteplici meccanismi cellulari che agiscono di concerto con la fosforilazione 

di CREB sulla Ser133, inclusi ulteriori siti di fosforilazione, eventi di defosforilazione e 

legame con il macchinario trascrizionale attraverso i coattivatori. CREB contiene siti di 

consenso per diverse chinasi che regolano l'attività trascrizionale di CREB (Gonzalez & 

Montminy, 1989). La fosforilazione di CREB sulla Ser142 e sulla Ser143 in risposta a 

Ca2+ signaling, che è mediata da CaMKII e/o caseina chinasi II, è richiesta per la 

trascrizione genica dipendente dal Ca2+ indotta (Kornhauser et al., 2002). Le conseguenze 

funzionali di questi ulteriori siti di fosforilazione multipli sulla trascrizione dipendente 

dal CREB sono in gran parte poco chiare, sebbene sia possibile che esse partecipino alla 

regolazione di specifici programmi di espressione genica. La fosforilazione di CREB 

sulla Ser142 aumenta con la stimolazione della luce, mentre la mutazione della Ser142 

nell’alanina nei topi knock-in riduce l'espressione di c-fos e mPer1 e sposta il ritmo 

circadiano (Mantamadiotis et al., 2002). Nelle demenze il ruolo stimolante della 

fosforilazione dei siti Ser142/Ser143 sulla trascrizione mediata da CREB abolisce 

l'interazione di CREB e CBP, suggerendo come CREB possa mediare programmi di 

espressione genica indipendentemente dal CBP (Kornhauser et al., 2002). L'inattivazione 

della calcineurina indotta dall'attività sinaptica estende i tempi e i livelli del CREB 

fosforilato e della trascrizione genica attraverso l'inattivazione della fosfatasi proteica 
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nucleare 1 (PP1) (Bito et al., 1996). Infine, il legame di CREB con i promotori contenenti 

CRE è strettamente regolato dal segnale dell’ossido nitrico e dai coattivatori di CREB 

(Riccio et al., 2006).  

 

In che modo CREB facilita le risposte specifiche a particolari stimoli fisiologici? Diversi 

stimoli cellulari convergono sulla fosforilazione del CREB, un evento che media diverse 

risposte cellulari specifiche che attivano l'espressione di particolari insiemi di geni o 

programmi genici. Sebbene l'esatto meccanismo/i con cui CREB attiva l'espressione dei 

set di geni siano ancora in gran parte sconosciuti, le nuove conoscenze derivano dagli 

studi condotti sui suoi coattivatori. Quindi, mentre i segnali di cAMP e MAPK/stress 

inducono livelli simili di CREB fosforilato, il cAMP è il più efficace dei segnali di stress 

nella stimolazione della formazione di complessi CREB/CBP (Mayr, Canettieri, & 

Montminy, 2001). Questi risultati suggeriscono che gli effetti dei segnali cAMP e il 

mitogeno/segnale di stress sulla formazione del complesso CREB/CBP possono conferire 

selettività alla trascrizione genica.  

 

 



 63 

 
Figura 2. Vie di segnalazione che regolano la trascrizione dipendente dal CREB nei neuroni. La 

comunicazione tra sinapsi, citoplasma e nucleo in risposta a molteplici stimoli extracellulari richiede la 

funzione e la coordinazione di più proteine citoplasmatiche e nucleari. Le variazioni dei livelli intracellulari 

di secondi messaggeri come Ca2+ e cAMP convergono nel citoplasma fosforilati (Ser133), attivano e 

traslocano CREB nel nucleo (frecce verdi). Molteplici vie di segnalazione si incrociano nei neuroni per 

regolare l’attività della proteina CREB (frecce rosse). L'attivazione simultanea di questi percorsi potrebbero 

contribuire alla trascrizione dipendente dal CREB richiesta per la memoria a lungo termine. Nella malattia 

di Alzheimer, Aβ generata dall'elaborazione dipendente da PS1/γ -secretasi di APP interferisce con le vie 

regolate dal CREB, compresi i recettori NMDA, i VGCC di tipo L, la PKA e la calcineurina. 

Abbreviazioni: peptide β, β-amiloide; AC, adenilato ciclasi; ATP, adenosina 5 '-rifosfato; Ca2+/CaM, 

calcio/calmodulina; CaMKII, chinasi II calcio/calmodulina-dipendente; CaMKIV, chinasi di 

calcio/calmodulina-dipendente IV; cAMP, adenosina ciclica 3 ', 5' -monofosfato; CaN, calcineurina; CBP, 

proteina legante CREB; CRE, elemento di risposta cAMP; CREB, proteina di legame dell'elemento di 

risposta del cAMP; CRTC1, Coactivator-1 di trascrizione regolato da CREB; GPCR, recettore accoppiato a 

proteine G; MAPK/ERK, protein chinasi attivata da ras-mitogen; NMDAR, recettore di N-metil-d-acido 

parpartico; PKA, protein chinasi A; PS, presenilins; Rsk2, proteina ribosomale S6 chinasi-2; SIK, chinasi 

inducibile al sale; VGCC, canali di calcio voltaggio-dipendenti. 

 

2.2.3 Funzione di CREB nell’apprendimento e nella memoria  

Il potenziamento a lungo termine dell'effetto sinaptico è postulato per la memoria 

dall'ippocampo. Studi pioneristici hanno mostrato che la composizione e i cambiamenti 

strutturali delle sinapsi sono modulate dall'apprendimento e dalla memoria (Bailey & 

Chen, 1983). Allo stesso modo, l'induzione di forme durature della plasticità sinaptica 

nell'ippocampo CA1 provoca la comparsa di nuove spine sui dendriti postsinaptici 

(Engert & Bonhoeffer, 1999). Questi cambiamenti nella struttura delle sinapsi richiedono 

l'espressione di nuovi geni (Kandel, 2001). Il ruolo importante che l'espressione genica ha 

nella memoria è stato descritto più di 20 anni fa in studi che dimostrano che la memoria a 

lungo termine richiede una “nuova” espressione genica mediata dai geni della famiglia 

CREB. Il DNA esogeno iniettato contenente sequenze CRE nel mollusco Aplysia ha 

compromesso una forma di facilitazione sinaptica a lungo termine denominata 

potenziamento a lungo termine (LTP), senza influire sulla memoria a breve termine 

(Dash et al., 1990). È interessante notare che gli stimoli che inducono la plasticità 

sinaptica attivano la trascrizione dei geni mediati dalla proteina CREB (Kaang, Kandel, 

& Grant, 1993). Questi risultati hanno suggerito per la prima volta che la trascrizione 

mediata da CRE è stata coinvolta in cambiamenti plastici che mediano l'archiviazione 

della memoria (Kandel, 2001).  Ulteriori studi su Aplysia hanno rivelato che CREB 

facilita la conversione della plasticità sinaptica a breve e lungo termine (Bartsch, Casadio, 
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Karl, Serodio, & Kandel, 1998). La facilitazione sinaptica e la crescita di nuove 

connessioni sinaptiche in Aplysia dipendono dalla trascrizione mediata da CREB 

(Martin, Casadio, et al., 1997). Nella Drosophila, l'espressione di un transgene dominante 

del CREB negativo inibisce l'acquisizione della memoria a lungo termine, mentre 

l'induzione dell'espressione della proteina CREB migliora la formazione della memoria 

(Yin et al., 1994). Questi studi hanno stabilito le basi per un coinvolgimento di CREB 

nell'apprendimento e nella memoria negli invertebrati. Un ruolo essenziale della via di 

segnalazione cAMP/PKA sulla memoria è stato stabilito nei vertebrati. La disgregazione 

genetica dell’adenilato ciclasi (AC) o l’inibizione farmacologica della segnalazione di 

cAMP porta a deficienze nell'LTP a lungo termine e nella memoria spaziale dipendenti 

dall'ippocampo (Huang, Li, & Kandel, 1994). Allo stesso modo, la distruzione della PKA 

nell'ippocampo dei topi comporta una significativa diminuzione della LTP tardiva, 

mentre la trasmissione sinaptica basale e la LTP precoce rimangono invariate (Abel et al., 

1997). I deficit nella plasticità sinaptica negli animai la cui proteina PKA è mutata sono 

associati a deficit nella memoria spaziale a lungo termine e nella memoria associativa, 

mentre l'apprendimento e la memoria a breve termine rimangono invariate (Abel et al., 

1997). È ben noto che la via di segnalazione di CREB partecipa alla formazione della 

memoria spaziale, associativa, emotiva e sociale. L'acquisizione della paura emotiva 

contestuale è associata ad una maggiore trascrizione del gene CRE-mediata 

nell'ippocampo e l'addestramento nei compiti di memoria spaziale induce l'espressione di 

specifici geni bersaglio di CREB (J F Guzowski, Setlow, Wagner, & McGaugh, 2001). 

Questi studi indicano che l'apprendimento e la memoria a lungo termine richiedono 

l'espressione di geni bersaglio come CREB immediatamente precoci in specifiche regioni 

del cervello (John F Guzowski et al., 2005). Il ruolo di CREB nella memoria sembra 

dipendere dal dosaggio genico e dal circuito della memoria. L’inibizione della proteina 

CREB nella regione CA1 dell’ippocampo dorsale in topi geneticamente modificati 

interrompe alcune forme di plasticità sinaptica e di apprendimento spaziale ma non il 

condizionamento del contesto (Pittenger et al., 2002). Al contrario, l'aumento cronico 

dell'attività CREB ritarda l'acquisizione e interferisce con il recupero della memoria 

spaziale dipendente dall’ippocampo (Viosca, Lopez de Armentia, Jancic, & Barco, 

2009)(Viosca, Malleret, et al., 2009).  
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2.2.4 Creb e Alzheimer’s disease 

Come ampiamente riportato nei paragrafi precedenti l'accumulo di mutazioni di Aβ e 

APP giocano un ruolo centrale nella patogenesi dell'AD, sebbene i meccanismi 

molecolari specifici con cui essi causano la disfunzione sinaptica e la perdita della 

memoria siano ancora in gran parte sconosciuti. Prove recenti indicano che l'effetto di Aβ 

sulla plasticità sinaptica della formazione ippocampale, sulla memoria e sulla perdita 

della sinapsi è mediato dalla via di segnalazione CREB. La prima evidenza di questo 

collegamento proviene da studi di Vitolo e colleghi che dimostrano che Aβ 1-42 ha 

ridotto l'attività della PKA e ha interrotto la LTP nelle sezioni ippocampali (Vitolo et al., 

2002). I deficit di plasticità neuronale indotti da Aβ 1-42 erano associati a livelli ridotti di 

CREB fosforilato (Vitolo et al., 2002), da un meccanismo che poteva coinvolgere 

l'endocitosi dei recettori NMDA attraverso la calcineurina/STEP (Snyder et al., 2005). 

L’oligomero di Aβ, la specie Aβ più tossica, inibisce anche la fosforilazione del CREB 

nei neuroni primari mediante un meccanismo che comporta la riduzione dei recettori 

NMDA (Q.-L. Ma et al., 2007). Livelli ridotti di cAMP e cambiamenti nella 

composizione delle subunità regolatorie e/o catalitiche di PKA causate da accumuli di Aβ 

sono associati ad una diminuzione della fosforilazione della proteina CREB nei neuroni 

dei cervelli AD (Vitolo et al., 2002)(Yamamoto-Sasaki et al., 1999). Sebbene l’Aβ 1-42 

sintetico riduca la fosforilazione del CREB indotta dalla depolarizzazione e dal 

glutammato nei neuroni primari, Aβ 1-42 non influenza la fosforilazione del CREB nei 

neuroni maturi in condizioni basali o stimolati dalla forskolina (Vitolo et al., 

2002)(Snyder et al., 2005). Recentemente un gruppo di ricerca ha studiato l'effetto delle 

specie Aβ secrete naturalmente sulla segnalazione CREB nei neuroni primari da topi 

transgenici APP Swe, Ind che esprimono APP umana e secernono peptidi Aβ 1-40 e Aβ 

1-42 a livelli che non influenzano la sopravvivenza neuronale e il numero delle sinapsi. 

In accordo con i precedenti risultati, la fosforilazione del CREB è indotta in modo simile 

dai segnali di Ca2+/cAMP nei neuroni APP Sw, Ind (España et al., 2010). 

Sorprendentemente, l'attivazione della trascrizione dipendente dalla proteina CRE è 

rimasta invariata dalla forskolina, ma è stata significativamente ridotta da un agente 

depolarizzante KCl (~25%) o KCl più forskolina (~50%) a livello dei neuroni corticali e 

ippocampali APP Swe, Ind. (España et al., 2010). I deficit trascrizionali CRE nei neuroni 
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APP Swe, Ind sono probabilmente attribuibili all'effetto diretto di Aβ perché sono 

prevenuti inibendo la produzione di Aβ. Inoltre, CRTC1, CRTC2 o un CRTC1 attivo 

costitutivo, ma non un mutante CREB privo del dominio di legame CRTC, risolvono 

efficientemente i deficit di trascrizione CRE nei neuroni primari APP Swe, Ind che 

indicano che CRTC media l'effetto negativo di Aβ su CREB indotti dai segnali cAMP e 

Ca2+ (España et al., 2010). Il meccanismo con cui Aβ distrugge la trascrizione di CREB 

mediata da CRTC1 in risposta a segnali di depolarizzazione e cAMP comporta una 

diminuzione della mobilizzazione intracellulare del Ca2+ attraverso VGCC di tipo L e 

ridotta defosforilazione di CRTC1 a Ser151 mediata da Ca2+/calcineurina (España et al., 

2010). Un ruolo della calcineurina sulla patologia dell’AD è coerente con i precedenti 

risultati che dimostrano una ridotta attività della calcineurina e l'espressione nel cervello 

di pazienti con AD e topi transgenici (Lian, Ladner, Magnuson, & Lee, 2001)(Celsi et al., 

2007). I risultati sopra riportati forniscono importanti informazioni sui meccanismi 

molecolari alla base delle variazioni dell'espressione genica nell'AD. In particolare, Aβ 

altera l'espressione neuronale dei geni dipendenti da CRTC1 correlati alla plasticità 

sinaptica come c-fos, Bdnf IV (esone IV) e Nr4a2, ma non Cyr61, un gene target CREB 

attivato indipendentemente da CRTC1 (España et al., 2010). È significativo che il 

trascritto Bdnf più altamente espresso nella corteccia umana Bdnf IV, che è attivato 

dall'influenza del calcio in risposta all'attività neuronale, sia stato precedentemente 

dimostrato essere regolato negativamente per via oligomerica ma non fibrillare dell’Aβ 1-

42 (Garzon & Fahnestock, 2007). La diminuzione dell'espressione di Bdnf IV da parte 

dell'oligomerico Aβ 1-42 era associata a diminuzione della fosforilazione di CREB in 

cellule di neuroblastoma SH-SY5Y differenziate (Garzon & Fahnestock, 2007). In 

particolare, i livelli di BDNF sono diminuiti nel cervello dei pazienti con AD e dei topi 

transgenici (H. S. Phillips et al., 1991)(Ferrer et al., 1999), mentre il ridotto c-fos è 

associato all'apprendimento e alla memoria in topi transgenici APP (Palop et al., 

2003)(Dewachter et al., 2009). È importante sottolineare che l'espressione interrotta di 

geni dipendenti da CRTC1 come c-fos, Bdnf IV, Nr4a2 e Arc coincide con deficit precoci 

di memoria spaziale a lungo termine in topi transgenici APP Swe, Ind (España et al., 

2010).  
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2.3 Metodi 

2.3.1 Animali 

Tutti gli esperimenti sono stati eseguiti utilizzando topi C57BL/6 di 3-4 mesi maschi e 

femmine ospitati presso la struttura zootecnica della Columbia University. I topi sono 

stati mantenuti su un ciclo 12 ore luce/buio in condizioni stabili in termini di temperatura, 

umidità e ventilazione. L'acqua e il cibo venivano offerti ad libitum. 

2.3.2 Preparazione di tau ricombinante 

Il costrutto tau 4R/2N è stato preparato in un vettore di espressione pET29a (Bioclone) 

nel ceppo batterico BL21 (DE3) per l’espressione proteica, come descritto in precedenza 

(Fá et al., 2016). Le cellule sono state striate su LB piastre di ampicillina agar e una 

singola colonia è stata raccolta e cresciuta durante la notte con una miscela di 

sovraespressione e brodo di espansione (Zymo Research). Le cellule sono state pellettate 

e poi centrifugate a 6000 g per 30 minuti in un centrifuga GS3 a 4°C. I lisati cellulari 

sono stati lisati in una soluzione salina tamponata con fosfato Triton-X-100 al 2% con 

miscela di inibitori proteici. La streptomicina solfato è stata aggiunta per precipitare il 

DNA. Dopo la centrifugazione il surnatante è stato riscaldato a 100°C per 15 minuti e il 

precipitato è stato rimosso mediante centrifugazione. Dopo aver aggiunto TCEP e 1% 

PCA, il pH del supernatante è stato neutralizzato usando NaOH 1N. Per la prima fase di 

purificazione, il surnatante è stato trasferito in una cassetta slide-A-lyser (20 MWCO) e 

tamponato per rimuovere i prodotti chimici in eccesso. In seguito il surnatante è stato 

caricato sulle colonne His-Spin Protein Miniprep (Zymo Ricerca) ed eluito con tampone 

fosfato contenente 250 mM di imidazolo. Per l'oligomerizzazione, tau è stato trasferito in 

una cassetta e un tampone a diaframma di scambio e tampone per l’oligomerizzazione 

dopo incubazione con 1 mM di H2O2 a temperatura ambiente per 20 ore per 

l'introduzione di legami disolfuro. La concentrazione della proteina tau è stata 

determinata dall'assorbimento a 280 nm con a coefficiente di estinzione di 7450 cm-1M-1 

e gli oligomeri sono stati visualizzati attraverso western blotting. Gli oligomeri sono 

trasferiti in gel di Tris-Acetate e poi immunoblotting su membrana di nitrocellulosa. 

L'anticorpo primario è stato diluito a una concentrazione finale di 1:1000 per 
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l'immunoblotting (anticorpo anti-tau; EP2456Y; RabMad). L'anticorpo secondario goat 

anti-rabbit (1:10000) fu acquistato dalla ThermoScientific. 

2.3.3 Western Blotting della proteina CREB su cervello di topo 

I lisati ippocampali sono preparati come descritto in precedenza (Y. I. Francis et al., 

2009). Il tessuto ippocampale è omogeneizzato in tampone di lisi (62,5 mM Tris-HCl pH 

6,8, 3% SDS) e incubato a 4 ºC per 60 minuti, quindi sonicato prima della 

centrifugazione a 13.000 rpm per 15 minuti. L’anticorpo primario p-CREB e’ stato 

comprato della Millipore (diluizione 1:1000, 5% BSA in TRIS-buffered saline (TBS) 1X 

e Tween80), l’anticorpo per t-CREB  proviene dalla Millipore (diluizione 1:1000 5% 

latte in TBS), l’anticorpo GAPDH (1:5000, 5% latte in TBS) comprato dalla 

MilliporeSigma (St. Louis, MO, USA), l’anticorpo istone 3 acetilato sulla lisina 27 

(acH3K27) (1:2,000, 5% latte in TBS) and l’anticorpo istone H3 totale (1:5,000, 5% latte 

in TBS) sono stati comprati dalla New England BioLabs (Ipswich, MA, USA), 

l’anticorpo β-III-Tubulin e’ stato ottenuto da Promega (diluizione 1:1000). L’anticorpo 

Arc (1:1000, 5% BSA in TBS 1x e Tween80) and l’anticorpo cFos (1:200, 5% BSA in 

TBS 1x e Tween80) sono stati comprati dalla Abcam (Cambridge, United Kingdom). Per 

confermare il caricamento uguale e quindi determinare continuare l’analisi, sono stati 

analizzati i segnali ottenuti per ogni singolo campione caricato con il corrispondente 

anticorpo e l’anticorpo per tubulina o GAPDH come controllo. I dati ottenuti tramite sono 

stati quantificati misurando la banda d’intensità utilizzando un software di imaging (NIH 

ImageJ).  

2.3.4 Misurazione del cGMP nell’ippocampo del topo. 

I livelli di cGMP sono stati quantificati in doppio con il metodo Enzyme Immunoassay 

(Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA) seguendo le linee guida del 

produttore. I lisati ippocampali sono stati raccolti, immediatamente congelati in ghiaccio 

secco e pesati. I campioni sono stati omogeneizzati in una soluzione di acido 

tricloroacetico al 5% contenente 3-isobutil-1-metilxantina (100 μM) usando un 

omogeneizzatore con motore a pestello e centrifugato a 6000 rcf per 20 minuti. Il 

surnatante è stato raccolto, trattato con una soluzione di etere satura e riscaldato per 20 
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minuti per rimuovere il residuo di etere. Il cGMP è stato misurato utilizzando un lettore 

di micropiastre (Tecan 200) utilizzando una lunghezza d'onda di 410 nm. 

2.3.5 Preparazione dei farmaci utilizzati 

Per l'esperimento LTP, tutti i composti sono disciolti nel liquido cerebro spinale 

artificiale (ACSF) per raggiungere la concentrazione finale richiesta. Questi sono: 

DEA/NO, ODQ, BAY41-2272 e 8-Br-cGMP diluito in 0,1% DMSO; mentre il sildenafil 

e il composto 7a in DMSO allo 0,05%. DEA/NO è stato conservato per 24 ore in 

soluzione alcalina (0,01 m NaOH) e diluito in ACSF immediatamente prima dell'uso. Per 

gli esperimenti comportamentali, il composto 8-pCPT-cGMP e’ stato sciolto in DMSO al 

2% e Tween al 2%, mentre il 7° è stato sciolto in DMSO al 4% e Tween al 2%. Il 

composto 7a è stato sintetizzato in sei fasi (Fiorito et al., 2013), mentre DEA/NO e 

BAY41-2272 sono stati acquistati da Enzo Life Science (Farmingdale, NY, USA), 8-Br-

cGMP da Biolog Life Science Institute (Brema, Germania), ODQ da prodotti chimici 

Cayman (Ann Arbor, MI, USA), il sildenafil e 8-pCPT-cGMP dalla Sigma-Aldrich (St. 

Louis, MO, USA). 

2.3.6 Registrazione tramite elettrofisiologia 

I topi sono stati sacrificati tramite dislocazione cervicale e gli ippocampi sono stati 

rimossi immediatamente dopo la decapitazione e tagliati in fette trasversali di 400 μm 

tramite un chopper. In seguito le fette sono state trasferite nella camera di registrazione in 

cui le condizioni fisiologiche del cervello sono state mantenute grazie alla continua 

perfusione di ACSF ininterrottamente gorgogliate con il 95% O2 e 5% di CO2. L'ACSF 

consisteva in (in mM): NaCl (124.0), KCl (4.4), Na2HPO4 (1,0), NaHCO3 (25,0), CaCl2 

(2,0), MgCl2 (2,0) e glucosio (10,0). Le fette devono essere tagliate almeno 90 minuti 

prima di iniziare le registrazioni in camera di Faraday. Un elettrodo di tungsteno bipolare 

e un elettrodo di vetro sono riempiti con ACSF e sono collocati rispettivamente nelle 

fibre collaterali di Schaeffer e nello strato CA1 radiatum. È stata utilizzata un'analisi 

input-output al fine di determinare la pendenza massima della risposta e la linea di base è 

stata registrata ogni minuto con circa il 35% della pendenza massima evocata (Vitolo et 

al., 2002). Dopo che si è registrata una baseline stabile per 30 minuti, una LTP è stata 
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indotta usando una stimolazione theta-burst ed è stata registrata per 2 ore dopo la 

tetanizzazione. L’LTP misurata come pendenza field-EPSP (fEPSP) è espressa come 

percentuale della linea di base ed i risultati sono stati rappresentati come media ± SEM. 

2.3.7 Chirurgia stereotassica e metodo di infusione 

Prima di fissare i topi al dispositivo stereotassico, abbiamo anestetizzato l’animale grazie 

a un’ iniezione intraperitoneale di Avertina (500 mg/Kg). Agli animali e’ stato 

successivamente iniettato un analgesico (Carprofen per via sottocutanea sulla schiena, 5 

mg/Kg) e un anestetico locale (Marcaina sottocutanea sotto il cuoio capelluto 3 mg/Kg). 

Al topo e’ stato rimosso il pelo sul cranio. Una volta posizionato e’ stata sterilizzata la 

parte della futura incisione con betadina e alcool al 70%. L’incisione e’ stata fatta a 

livello della linea mediana del cranio e l'area sottostante è stata ripulita dai tessuti usando 

un cotone sterile imbevuto di H2O2. Le coordinate dell'ippocampo dorsale sono 2,46 mm 

posteriormente e 1,5 mm lateralmente dalla Bregma (destra e sinistra) ad una profondità 

di 1,30 mm. La cannula guida di calibro 26 (PlasticOnes) è fissata al cranio utilizzando 

cemento dentale acrilico (Paladur). Lasciato asciugare il topo e’ stato richiuso con punti 

di sutura tramite punti di sutura. Per i due giorni seguenti i topi sono stati trattati con 

antibiotico onde evitare infezioni. Dopo 6-9 giorni di recupero, i topi sono stati iniettati 

bilateralmente con oligomeri di tau (oTau) (500 nM) o veicolo fino a un volume finale di 

1 μl. Per le iniezioni, sono state usate siringhe di precisione Hamilton collegate a un tubo 

di polietilene alla fine del quale è stata fissata una microsiringa interno (cannula interna). 

Per tutti i test comportamentali, i topi sono stati iniettati intraventricolarmente 

nell’ippocampo, due volte a 3 ore e 20 minuti prima dell’esercizio. Dopo l'infusione, 

l'ago è stato tenuto in posizione per garantire diffusione completa. 

2.3.8 Studi comportamentali 

Memoria spaziale a breve termine.  

 
Il RAWM è costituito da una piscina circolare bianca di 120 cm di diametro, riempita con 

vernice bianca atossica per rendere l'acqua opaca. All'interno della vasca c'è un apparato 

costituito da sei braccia che si irradiano dall’area centrale, formando sei braccia. Spunti 

spaziali erano presenti sulle pareti della camera. Durante tutto il test, la temperatura 
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dell'acqua è stata mantenuta stabile a 24 ± 2 °C. La piattaforma è posizionata all'estremità 

di una delle braccia, immersa nell'acqua. La posizione della piattaforma (diametro di 10 

cm) è mantenuta costante per ogni animale, mentre la posizione di partenza differiva tra 

le prove. Il test dura per due giorni consecutivi e ogni topo è sottoposto a 15 prove al 

giorno. Il primo giorno, i topi sono addestrati per 15 prove, le prime 12 prove sono 

alternate tra prove ‘visible’ (in cui la piattaforma contrassegnata e visibile) e ‘non visible’ 

(in cui la piattaforma è 1 cm sotto la superficie dell'acqua). Le ultime 3 prove del primo 

giorno e tutte le 15 prove del secondo giorno sono fatte con la piattaforma nascosta. In 

ciascuno dei tentativi, all’animale è permesso di nuotare liberamente entro 60 secondi nel 

labirinto per trovare la piattaforma. Una volta sulla piattaforma, il topo è posizionato per 

20 secondi sulla piattaforma e libero di osservare i segnali visivi circostanti. Se un topo 

non è stato in grado di trovare la piattaforma all'interno 60 secondi, lo sperimentatore lo 

guida verso la piattaforma per i 20 secondi di permanenza. Durante la prova di 1 minuto, 

ogni volta che il topo ha nuotato in un braccio diverso dal braccio obiettivo (in cui si 

trovava la piattaforma) o se il topo non prendeva alcuna decisione in quale braccio andare 

entro 10 secondi, viene registrato come errore. L'entrata in un braccio è definita come 

l'entrata di tutte e quattro le zampe del topo nel braccio. Dopo aver completato ogni 

prova, il topo è rimosso dalla piscina, delicatamente asciugato e riposto nella sua gabbia 

sotto una lampada termica. Evitare i limiti di apprendimento imposti dalla pratica 

eccessiva e evitare l'affaticamento che può derivare da allenamenti di pratica distanziati 

consecutivi è stato stabilito eseguendo i topi in coorti di 4 o 5 e alternando diverse coorti 

attraverso le 15 prove durante il periodo dei test che si svolgono ogni giorno. Il risultato 

viene calcolato dividendo le 30 prove in 10 blocchi. Ogni blocco rappresenta la media 

dell'errore di 3 prove consecutive. Entrambe i giorni i topi sono iniettati con oTau 

nell’ippocampo. Il trattamento è dato dopo il secondo e il quarto blocco di prove ogni 

giorno. 

 

Condizionamento alla paura  

 
Il test di condizionamento alla paura è stato utilizzato per la valutazione della memoria 

associata alla paura nei roditori. Il test consiste di un totale di 3 giorni, nel quale il primo 

giorno gli animali sono collocati nella camera (Noldus) per 2 minuti prima della 
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presentazione dello stimolo condizionale (tono; 880 Hz a 85 Db) e durante il quale sono 

liberi di muoversi e curiosare in giro. Negli ultimi 2 secondi i topi ricevono uno stimolo 

incondizionato (shock nel piede 0,8 mA). Dopo i 2 stimoli, i topi sono lasciati nella 

camera per altri 30 minuti in assenza di stimoli. Il secondo giorno i topi sono posti nella 

stessa camera di condizionamento per altri 5 minuti senza la presenza di tono di shock 

per valutare la “memoria contestuale (contexual fear conditioning). Vengono monitorati 

alcuni parametri di riferimento tra cui il “blocco” (freezing) la cui caratteristica distintiva 

è l'assenza totale di movimento. Questa mancanza di movimento (tranne la respirazione), 

è monitorata durante il test utilizzando un sistema di tracciamento e analisi della visione 

(Ethovision XT, Noldus). Il terzo giorno è stata valutata la memoria “cued” (cued fear 

conditioning) alla paura. Per questo, i topi sono stati collocati nella stessa camera con 

pareti modificate, l’odore proveniente dal pavimento è vaniglia, che rappresenta una 

variabile totalmente nuova. Nel corso dei 5 minuti, 2 minuti sono dedicati alla libertà di 

esplorazione che è poi seguita da esposizione per 3 minuti dello stimolo condizionale. Per 

il condizionamento della paura, i topi sono stati iniettati con il farmaco seguendo quanto 

sopra descritto solo il primo giorno dell'esperimento comportamentale. Il trattamento è 

stato dato immediatamente dopo lo shock del piede per esaminare l'effetto del trattamento 

nel consolidamento della memoria alla paura contestuale. Inoltre, la somministrazione del 

trattamento dopo lo shock del piede esclude la possibilità di interferenza con la 

percezione del dolore. 

 

Campo aperto (“open field”) 

 
Il test è stato utilizzato per valutare il comportamento esplorativo e i livelli di ansia (Prut 

& Belzung, 2003). I topi sono stati collocati in un nuovo ambiente aperto composto da 

pareti trasparenti in plexiglass (modello ENV-520; Med Associates, St. Albans, Vermont) 

(43,2 cm di lunghezza x 43,2 cm di larghezza x 30,5 cm di altezza). I topi sono collocati 

nel campo aperto. La loro attività è stata registrata automaticamente per 10 minuti, in due 

giorni consecutivi. oTau è infuso entrambe i giorni. I topi sono stati trattati con il 

composto ogni giorno dopo la fine del test. 
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Valutazione della soglia sensoriale 

 
Il test è stato utilizzato per valutare la percezione dell’animale allo shock. Il test è stato 

eseguito l'ultimo giorno di esperimenti, e gli animali sono posti nella stessa camera dove 

ha avuto luogo il test del condizionamento alla paura. Gli animali sono sottoposti a shock 

del piede per 1 secondo di intensità crescente da 0,1 a 0,7 mA a incrementi di 0,1 mA 

ogni 30 secondi. Il comportamento è stato registrato dal software di acquisizione video 

(Ethovision XT) ed è stato valutato manualmente. I grafici rappresentano la media 

dell'intensità del foot shock che ha suscitato la prima risposta visibile (flinching), la 

seconda risposta motoria (salto) e la prima risposta udibile (vocalizzazione). I topi sono 

stati iniettati con oTau prima dell’esperimento come descritto in precedenza. 

 

 

 

 

 

 

2.3.10 Analisi statistica 

Per le registrazioni elettrofisiologiche i risultati sono stati analizzati tramite ANOVA per 

misure ripetute che confrontano le tracce dopo la stimolazione tetanica con il trattamento 

in diverse condizioni come effetto principale. La media degli ultimi 5 punti della curva 

sono confrontati usando l'ANOVA unidirezionale con le correzioni post-hoc di 

Bonferroni. Per i test comportamentali, gli animali sono trattati in gruppi in cui si trova il 

sesso dei topi mantenuto equilibrato tra i gruppi. I risultati sono analizzati con ANOVA 

per misure ripetute (errori e latenza RAWM) o ANOVA unidirezionale con Bonferroni 

correzione post-hoc. Per il western blotting, la differenza tra le condizioni sono analizzate 

usando il t-test o ANOVA unidirezionale. L’analisi statistica è stata eseguita utilizzando 

il software Systat 9 (Chicago, IL, USA). Le differenze sono state considerate significative 

con un valore di p inferiore a 0,05. I risultati sono stati espressi come errore standard 

della media (SEM). 
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2.4 Risultati e figure 

2.4.1 oTau ha effetto sul meccanismo molecolare che sta alla base della formazione 

della memoria 
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FIGURA 1.  oTau altera la fosforilazione di CREB durante la formazione della memoria.  

A) Gel SDS-PAGE della preparazione di oTau 4R/2N ricombinante che mostra la presenza di monomeri e 

oligomeri di dimensioni diverse. 

 B-C) Fosfo-CREB immunoblots degli omogenati ippocampali di topo precedentemente trattati con/senza 

footshock per stimolare la memoria indotta dalla paura. Gli ippocampi sono stati raccolti 1 min (B) e 60 

min (C) dopo lo footshock. I grafici mostrano il rapporto medio di phospho-CREB (p-CREB)/totale-CREB 

(t-CREB) (t-test a 1 min: p = 0,008; a 60 min: p = 0,03; n = 4 animali per ciascun gruppo, 2 maschi e 

femmine per ogni condizione sperimentale; Bas = Baseline; FS = Footshock).  
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D-E) Immunoblots di acH3K27, c-Fos e Arc su omogenati ippocampali di topo nelle stesse condizioni di 

B-C. Grafici che mostrano il rapporto medio di acH3K27/totale-H3 (t-H3) (a 1 min: p = 0,08; a 60 min: p = 

0,002), c-Fos (a 1 min: p = 0,05; a 60 min: p = 0,02), e Arc (a 1 min: p = 0,001; a 60 min: p = 0,004); n = 4 

animali, 2 maschi e femmine per ogni condizione sperimentale).  

F-G) Immunoblots di Phospho-CREB di omogenati di ippocampo da topi trattati con veicolo (Veh) o oTau 

(22,95 μg/ml). Gli ippocampi sono stati raccolti a 1 minuto (F) e 60 minuti (G) dopo footshock. I  grafici 

mostrano il rapporto medio di p-CREB/t-CREB (t-test non appaiato a 1 min: p = 0,016; a 60 min: p = 

0,044; n = 4 per ciascun gruppo, 2 maschi e femmine per ogni condizione sperimentale) .  

H-I) Immunoblots di acH3K27, c-Fos e Arc di omogenati di ippocampo da topi trattati con veicolo (Veh) o 

oTau (22,95 μg/ml) nelle stesse condizioni di F-G. Grafici che mostrano il rapporto medio di acH3K27/t-

H3 (a 1 min: p = 0,014, a 60 min: p = 0,012), c-Fos (a 1 min: p <0,0001; a 60 min: p = 0,013), e Arc (a 1 

min: p = 0,025; a 60 min: p = 0,026). n = 4 animali, 2 maschi e femmine per ogni condizione sperimentale. 

* p <0,05, ** p <0,01; *** p <0,005; **** p <0,0001.          

 
Considerando l'effetto importante che l'esposizione di oTau ha sulla plasticità sinaptica e 

sulla memoria (Fá et al., 2016)(Lasagna-Reeves et al., 2012), abbiamo deciso di 

determinare se i meccanismi molecolari alla base della formazione della memoria, inclusa 

la fosforilazione del CREB, sono influenzati da oTau. Per prima cosa abbiamo eseguito 

un Western Blot per analizzare la presenza di diverse forme di aggregazione di Tau nella 

nostra preparazione (Figura 1A). Il foot-shock, uno stimolo che viene normalmente 

utilizzato per l'allenamento nel test di condizionamento della paura, aumenta la 

fosforilazione della molecola CREB correlata alla memoria dopo 1 minuto e 60 minuti 

dopo l'induzione della memoria senza influenzare i livelli di tubulina (Figura 1B e 1C).  

Questo è stato associato a dei cambiamenti nel meccanismo di trascrizione genica 

evidenziato da un lieve aumento dell'acetilazione dell'istone 3 (H3) della proteina della 

cromatina associata al residuo della lisina 27 (acH3K27), 1 min dopo lo shock, che è 

diventato significativo a 60 minuti, così come nell'espressione di un gene denominato 

immediately early gene che è  implicato nella formazione della memoria chiamato Arc, 

sia a 1 che a 60 minuti dopo lo shock (Figura 1D-E). Inoltre, l'espressione di un altro 

gene ad attivazione precoce, implicato nella formazione della memoria, c-Fos, è 

leggermente aumentata a 1 min dopo lo shock elettrico e in modo più marcato a 60 minuti 

(Figura 1D-E). Due iniezioni intra-ippocampali di oTau (a 180 e 20 minuti prima 

dell'applicazione della scarica elettrica) ad una concentrazione di 22,95 μg/ml, 

precedentemente riscontrate per alterare la formazione della memoria (Puzzo et al., 

2011), hanno ridotto i livelli di CREB fosforilato (pCREB), acH3K27, c-Fos e Arc 

rispetto ai topi di controllo trattati con veicolo dopo 1 min e 60 min senza influenzare i 

livelli di tubulina (Figura 1F-I). oTau non ha prodotto una modifica di pCREB, acH3K27, 
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c-Fos e Arc senza stimolazione del foot-shock (dati non mostrati). Presi insieme, questi 

dati hanno dimostrato che, analogamente agli oligomeri di Aβ extracellulari (Fá et al., 

2016), i meccanismi molecolari coinvolti nella formazione della memoria sono inibiti da 

oTau extracellulare. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4.2 L’aumento dei livelli dell’NO attraverso un donatore di NO, DEA/NO, 

protegge contro la compromissione dell’LTP indotta da oTau  
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FIGURA 2. Miglioramento dell’LTP in seguito alla somministrazione di DEA/NO.  

LTP è stata ottenuta da fette ippocampali derivate da topi perfusi per 20 minuti prima dell’induzione del 

tetano con oTau (100 nM) rispetto alle fettine trattate con veicolo (n = 8/7; ANOVA per misure ripetute: F 

(1,19) = 30,859, p < 0,0001). Una perfusione con DEA/NO (3 μM, 5 min) ha revertito l’effetto della LTP 

nelle fette con concomitante trattamento con oTau (100 nM, 20 min) negli esperimenti mostrati nella figura 

A (n = 12; ANOVA per misure ripetute: F (1,23) = 31,208, p <0,0001 confronto di fette tetanizzate trattate 

con oTau + DEA/NO vs oTau). Nessuna differenza è stata trovata tra fette tetanizzate trattate con DEA/NO 

da sole (n = 12) e quelle trattate con  DEA/NO+oTau (F (1,26) = 0,052, p = 0,821). Le fette trattate con 
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DEA/NO da solo non presentavano alcuna differenza con quelle trattate con veicolo (DEA/NO vs. veicolo: 

F (1,22) = 0,155, p = 0,697). Pannello superiore: tracce rappresentative di fEPSP prima (grigio) e dopo il 

tetano (nero) qui e in A. 

B) La neurotrasmissione basale non è stata influenzata da oTau, DEA/NO o DEA/NO + oTau nelle fettine 

che non sono state tetanizzate rispetto alle fettine trattate con veicolo (F (3,16) = 0,950, p = 0,440; n = 5 

fette da 5 animali, 3 maschi e 2 femmine per ogni condizione). 

 C) Quantificazione del potenziamento residuo a 30 e 120 minuti dopo il tetano (media degli ultimi 5 

minuti registrati dai dati LTP mostrati in A e B). Veicolo: n = 10 fette/8 animali, 4 maschi e 4 femmine; 

oTau: n = 11 fette/8 animali, 4 maschi e 4 femmine; DEA/NO: n = 14 fette/12 animali, 6 maschi e 6 

femmine; DEA/NO + oTau: n = 14 fette/11 animali, 6 maschi e 5 femmine. One way ANOVA: F (3, 45) = 

1,14, p <0,0001 a 30 minuti; F (3,35) = 28,180, p <0,0001 a 120 min. Bonferroni test: p <0,0001 tra oTau e 

le altre condizioni sperimentali a 30 minuti e 120 minuti. Le barre orizzontali indicano il periodo durante il 

quale i farmaci sono stati aggiunti alla soluzione nella cameretta, e le frecce indicano la consegna del tetano 

qui e nelle figure seguenti. **** p <0,0001. 

 

Dato che la fosforilazione della proteina CREB può essere migliorata attraverso l'up-

regulation della cascata dell’NO, abbiamo determinato se un aumento dei livelli di NO è 

in grado di contrastare il difetto indotto da oTau nella LTP, un fenomeno cellulare che e’ 

probabilmente correlato con la memoria (Fá et al., 2016)(Lasagna-Reeves et al., 2012). 

Come precedentemente mostrato (Fá et al., 2016), LTP è stata evocata in fette di 

ippocampo esposte a oTau (100 nM) per 20 minuti prima della tetanizzazione rispetto 

alle fette trattate con veicolo (Figura 2A). Tuttavia, una breve perfusione di 5 minuti con 

il donatore di NO, 2-(N,N-dethylamino)-1diazenolato-2-ossido sale di dietilammonio 

(DEA/NO), a una concentrazione di 3 μM, è stata sufficiente per salvare le fettine dalla 

soppressione dell’LTP indotta da oTau (Figura 2A), senza influenzare la trasmissione 

basale nelle fettine non tetanizzate (Figure 2B). Inoltre, DEA/NO da solo non ha 

migliorato la LTP di per sé, né ha influito sulla neurotrasmissione basale durante la 

perfusione (Figura 2B). Queste fette hanno mostrato livelli simili di potenziamento come 

le fettine tetanizzate trattate con DEA/NO abbinato con oTau o con fettine trattate con 

veicolo sia a 30 minuti che a 120 minuti dopo il tetano (Figure C). Presi insieme, questi 

risultati dimostrano che l'NO protegge dall'inibizione dell’LTP indotta da oTau. 

 

 
 
 
 

2.4.3 La sGC è coinvolta nell'effetto benefico dell'incremento dei livelli dell’NO 

contro la compromissione dell’ LTP indotta da oTau. 
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FIGURA 3. Ruolo protettivo dell’attivazione del sGT nella compromissione della LTP indotta da 

oTau.  

A) L'ODQ, un inibitore delle sGC (10 μM, 10 min), blocca il miglioramento indotto da DEA/NO (3 μM, 5 

min) della riduzione di LTP causato da oTau (100 nM, 20 min) (ANOVA: F (1,20) = 2.346, p = 0.141 

confrontando ODQ + DEA/NO + oTau vs ODQ; F (1,15) = 0,004, p = 0,954 vs oTau). Il colore del gruppo 

veicoli è sfumato perché corrisponde allo stesso gruppo di B. 

B) La perfusione con lo stimolatore della sGC BAY41-2272 (100 μM, 10 min) salva la compromissione 

della LTP nelle fettine in concomitanza al trattamento con oTau (100 nM, 20 min) in esperimenti 

intervallati con quelli mostrati nel pannello A (BAY41-2272 + oTau: n = 11; ANOVA: F (1,17) = 78,187, p 

<0,0001 confrontati con BAY41-2272 + oTau vs. oTau). BAY41-2272 da solo non ha potenziato nulla 

(solo BAY41-2272: n = 11, vs veicolo: n = 7; F (1,16) = 0.025, p = 0,877). Nessune differenze significative 

sono state trovate tra le fette tetanizzate trattate BAY41-2272 + oTau o BAY41-2272 (F (1,20) = 4.274, p = 

0.052 confrontato con BAY41-2272 + oTau con BAY41-2272). Il colore del gruppo oTau è sfumato perché 

corrisponde allo stesso gruppo di A. 

C) Quantificazione dei potenziali misurati negli ultimi 5 minuti delle curve LTP mostrate in A e B a 30 e 

120 minuti dopo il tetano. (Veicolo: n = 7 fette/7 animali, 3 maschi, 4 femmine; oTau da solo n = 8 fette/7 

animali, 4 maschi, 3 femmine; ODQ: n = 9 fette/8 animali, 4 maschi, 4 femmine; + DEA/NO + oTau: n = 

13 fette/11 animali, 6 maschi, 5 femmine; BAY41-2272: n = 11 fette/10 animali, 5 maschi, 5 femmine; 

BAY41-2272 + oTau: n = 11 fette/10 animali, 5 maschi, 5 femmine). ANOVA: F (5,53) = 14,218, p 

<0,0001 a 30 minuti e F (5,53) = 28,031, p <0,0001 a 120 minuti; Bonferroni test: p <0,0001 e p <0,005 tra 



 81 

Veicolo e oTau o ODQ o ODQ + DEA/NO + oTau a 30 e 120 min, rispettivamente; p <0,0001 tra oTau e 

oTau + BAY41-2272 a 30 e 120 min. *** p <0,005, **** p <0,0001. 

 
NO è una molecola di segnalazione che si lega e stimola le sGC (Schlossmann, Feil, & 

Hofmann, 2005). Le sGC, a sua volta, catalizzano la conversione del GTP in cGMP. Per 

indagare se la produzione del cGMP è necessaria affinchè DEA/NO possa in qualche 

modo tamponare gli effetti che oTau ha sull’LTP, abbiamo trattato le fettine di 

ippocampo con 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a] quinoxalin-1-one(ODQ), un inibitore 

irreversibile delle sGC sensibili al NO (Garthwaite et al., 1995). La perfusione con 10 uM 

ODQ per 10 minuti prima della tetanizzazione impedisce l'effetto protettivo indotto da 

DEA/NO in coppia con 100 nM oTau per 20 minuti (Figura 3A). Inoltre, ODQ da solo ha 

ridotto LTP a livelli uguali a quelli ottenuti con oTau senza influenzare la trasmissione 

basale durante la perfusione (Figura 3A).  

 

Il blocco dell’effetto positivo della somministrazione di DEA/NO contro il danno sull’ 

LTP indotto da oTau da parte di ODQ è coerente con l'interpretazione che sGC ha un 

effetto benefico legato al pathway dell’NO. Tuttavia, in alternativa sono possibili altre 

spiegazioni, inclusa la possibilità che ODQ possa agire semplicemente distruggendo i 

meccanismi fisiologici necessari per supportare la LTP. Quindi, per definire direttamente 

se l'attivazione della sGC è a valle dei livelli di NO, negli esperimenti intervallati con 

quelli mostrati in Figura 3A, abbiamo perfuso fette di ippocampo con lo stimolatore della 

sGC 3-(4-amino-5-ciclopropilpirimidina-2-il)-1-(2-fluorobenzil)-1H-pirazolo [3,4-b] 

piridina(BAY41-2272), che bersaglia diverse isoforme di sGC senza influenzare l'attività 

di PDE (Koglin, Stasch, & Behrends, 2002). Quando BAY41-2272 (100 nM, 10 min) è 

associato ad oTau (100 nM, 20 min), la riduzione dell'LTP causata da oTau non era più 

presente (Figura 3B). BAY41-2272 (100 uM) da solo, 10 min prima della tetanizzazione, 

non ha modificato il potenziamento, né la trasmissione basale (Figura 3B). Nessuna 

differenza significativa è stata trovata tra le fette tetanizzate trattate con BAY41-2272 in 

coppia con oTau rispetto alle fette trattate con BAY41-2272 da solo (Figura 3C). 

Complessivamente, questi risultati indicano che la stimolazione di sGC potrebbe svolgere 

un ruolo benefico contro la riduzione di LTP indotta dalla riduzione di oTau. 
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2.4.4/2.4.5 L’incremento dei livelli di cGMP protegge dalla riduzione di LTP indotta 

da oTau. 

 
 
 
FIGURA 4. L’analogo del cGMP, 8-Br-cGMP, protegge la LTP dal peggioramento indotto da oTau.  

A) La perfusione con 8-Br-cGMP (1 μM, 10 minuti, n = 13) riporta alla normalita’ la riduzione di LTP 

indotta da oTau (100 nM, 20 1 min, n = 8; ANOVA per misure ripetute: F (1,19) = 18,537, p <0,0001). 8-

Br-cGMP da solo non modifica il potenziamento (n = 13 vs 7 in fettine trattate con veicoli, F (1,18) = 

0,001, p = 0,974 rispetto al veicolo). Nessuna differenza è stata trovata tra le fette tetanizzate trattate con 8-

Br-cGMP e quelle trattate con 8-Br-cGMP + oTau (F (1, 24) = 0,065, p = 0,802). 

 B) Il potenziamento residuo a 30 e 120 minuti dopo il tetano dai dati mostrati in A. (Veicolo: n = 8 fette/7 

animali, 3 maschi e 4 femmine; oTau: n = 7 fette/7 animali, 3 maschi e 4 femmine; 8- Br-cGMP: 13 

fette/11 animali, 6 maschi e 5 femmine; 8-Br-cGMP + oTau: 13 fette/11 animali, 5 maschi e 6 femmine). 

One-way ANOVA: F (3,37) = 5,472, p = 0,003 a 30 minuti e F (3,37) = 6,670, p = 0,001 a 120 minuti. 

Bonferroni test: p = 0,038 e p = 0,011 tra oTau e veicolo a 30 e 120 min, rispettivamente; p = 0,003 ep = 

0,002 tra oTau e 8-Br-cGMP + oTau a 30 e 120 min, rispettivamente. 

 

 

 
 
 
FIGURA 5. L'elevazione del cGMP attraverso l'inibizione della PDE5 protegge dall'indebolimento 

della LTP indotta da oTau.  

A) La perfusione con il composto 7a (50 nM) o sildenafil (50 nM) per 10 min ha prottetto le fettine contro 

la compromissione della LTP in fettine trattate con oTau (7a + oTau: n = 10; sildenafil + oTau: n = 11; 

oTau: n = 10 ; ANOVA per misure ripetute: F (1,18) = 20,747, p <0,0001 e F (1,19) = 34,688, p <0,0001 

rispetto a fette trattate con oTau, rispettivamente). 7a o sildenafil da soli non hanno modificato il 

potenziamento (7a: n = 11; sildenafil: n = 11; veicolo: n = 9; F (1,18) = 0,156, p = 0,697 e F (1,18) = 0,016, 

p = 0.900). Non sono state trovate differenze significative tra le fette tetanizzate trattate con 7a e quelle 
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trattate con 7a + oTau (F (1,19) = 0,060, p = 0,809) e tra quelle tetanizzate trattate con sildenafil rispetto a 

quelle trattate con sildenafil + oTau (F (1,20) = 0,013, p = 0,910).  

B) Potenziamento residuo a 30 e 120 min dopo il tetano dai dati riportati in A (Veicolo: n = 9 fette/9 

animali, 5 maschi e 4 femmine; oTau: n = 10 fette/7 animali, 3 maschi e 4 femmine; 7a : 11 fette/9 animali, 

4 maschi e 3 femmine; 7a + oTau: 10 fette/10 animali, 5 maschi e 5 femmine; sildenafil: 11 fette/10 

animali, 5 maschi e 5 femmine; sildenafil + oTau: 11 fette/9 animali, 5 maschi e 4 femmine). One-way 

ANOVA: F (5,56) = 3,44, p = 0,009 a 30 minuti e F (5,56) = 5,673, p <0,0001 a 120 minuti. Bonferroni 

test: p = 0,04 ep = 0,001 tra oTau e veicolo a 30 e 120 min, rispettivamente; p = 0,002 tra oTau e 7a + oTau 

a 120 min; p = 0,03 ep = 0,01 tra oTau e sildenafil + oTau a 30 e 120 min, rispettivamente. * p <0,05, ** p 

<0,005. 

 
 

Si sa che la sGC media l'LTP e la formazione della memoria attraverso l'aumento dei 

livelli di cGMP intracellulare (Garthwaite et al., 1995). Quindi, abbiamo ipotizzato che la 

somministrazione di analoghi del cGMP potrebbero proteggere dalla compromissione 

della LTP indotta da oTau. Abbiamo utilizzato il composto 8-Br-cGMP, un analogo del 

cGMP permeabile che attiva specificamente PKG a basse concentrazioni (Ka, 0,01-0,21 

μM per PKG, 12 μM per PKA) (Butt et al., 1992)(Sekhar et al., 1992). Quando le fette di 

ippocampo sono state perfuse con oTau (100 nM, 20 min) accoppiato con 8-Br-cGMP 

per 10 min (1 µM) prima del tetano, la LTP non era più ridotta (Figura 4A-B). Inoltre, la 

protezione non era causata da un effetto dell’8-Br-cGMP sulla LTP, perché la perfusione 

con l'analogo da solo non migliorava la quantità di potenziamento (Figura 4A-B). Infine, 

8-Br-cGMP da solo non influenza la trasmissione basale durante la perfusione (Figura 

4A-B).  

Il livello del cGMP viene mantenuto attraverso un equilibrio tra la sua produzione, 

catalizzato da sGC, e il suo degrado, catalizzato da PDE. Perciò, un'altra strategia per 

aumentare il livello di cGMP consiste nell'utilizzare inibitori della PDE. In particolare, 

abbiamo usato due inibitori della PDE5, sildenafil e composto 7a. Il sildenafil è un 

inibitore della PDE5 ben noto e ampiamente studiato con un IC50 di 6,0 nM e emivita, in 

vivo, di 0,4 ore nei roditori (~4 ore nell'uomo). Tuttavia, il rapporto di selettività per 

PDE1 e PDE6 è 180 e 12, rispettivamente (Corbin & Francis, n.d.). Il composto 7a 

possiede una maggiore selettività per PDE5 (PDE5/PDE6 > 1000) con un IC50 di 0,27 

nM ed un'emivita plasmatica di 1,33 ore nei roditori (Fiorito et al., 2013). Abbiamo 

trovato che una perfusione di 10 minuti con il sildenafil (50 nM) in presenza di oTau ha 

neutralizzato la riduzione della LTP (Figura 5 A-B). Allo stesso modo, una perfusione 

per 10 min, con il 7a (50 nM) ha protetto contro il difetto di LTP indotto da oTau (Figura 
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5A-B). Questo fenomeno non può essere attribuito ad un effetto dell'inibizione della 

PDE5 sulla LTP di per sé, poiché la perfusione con sildenafil o 7a da solo non ha 

influenzato la quantità di potenziamento, né un effetto sulla neurotrasmissione basale 

poiché i due inibitori non hanno influenzato la trasmissione basale delle sinapsi durante la 

perfusione (Figura 5A). Complessivamente, questi esperimenti suggeriscono che 

l'incremento dei livelli di cGMP protegge contro l’inibizione della LTP da oTau.  
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2.4.6 L'attivazione di PKG contrasta la compromissione della LTP delle fettine 

indotta da oTau. 

 
 

 
Figura 6. Ruolo della PKG.  

A) Perfusione per 10 minuti con 8-pCPT-cGMP (1 μM) prima dell’induzione di LTP. Il composto protegge 

contro la riduzione della LTP indotta da oTau (n = 10; ANOVA per misure ripetute: F (1,19) = 24,037, p 

<1 0,0001 rispetto a fette perfuse con oTau). La perfusione con oTau 20 minuti prima della tetanizzazione 

mostra una LTP diminuita (oTau: n = 10; veicolo: n = 11; F (1,19) = 26,310, p = 0,0001 confrontando oTau 

vs veicolo), mentre 8-pCPT-cGMP da solo non ha influenzato il potenziamento (n = 11; F (1,20) = 0,100, p 

= 0,755, rispetto al veicolo).  

B) Quantificazione del potenziamento residuo a 30 e 120 min dalle curve LTP mostrate in A. (Veicolo: n = 

11 fette/11 animali, 5 maschi e 6 femmine; oTau: n = 10 fette/9 animali, 5 maschi e 4 femmine; 8 -pCPT-

cGMP: 11 fette/10 animali, 5 maschi e 5 femmine; 8-pCPT-cGMP + oTau: 10 fette/10 animali, 5 maschi e 

5 femmine). One-way ANOVA: F (3,38) = 8,496, p <0,0001 a 30 minuti e F (3,38) = 9,964, p <0,0001 a 
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120 minuti; Bonferroni test: p = 0,001 ep <0,0001 tra oTau e Vehicle o oTau + 8-pCPT-cGMP a 30 min e 

120 min, rispettivamente. *** p <0,005, **** p <0,0001. 

 

 

La PKG è attivata dal cGMP. Abbiamo pertanto utilizzato l'attivatore specifico per PKG, 

l’8-pCPT-cGMP, per determinare se l'attivazione della chinasi protegge contro la 

compromissione della LTP indotta da tau. Questo composto ha una maggiore lipofilia e 

permeabilità della membrana rispetto a 8-Br-cGMP ed è selettivo per l'attivazione di due 

isoforme della PKG, PKGI (Ka di 0,05 μM) e PKGII (Ka di 0,0035-0,08 μM) rispetto ad 

altri obiettivi della cGMP come PDE (Geiger, Nolte, Butt, Sage, & Walter, 1992). 

Inizialmente, abbiamo confermato che 20 min di perfusione con 100 nM di oTau 

bloccano l’LTP (Figura 6A-B). 10 minuti di perfusione con 8-pCPT-cGMP (1 μM) prima 

del potenziamento, alla presenza di oTau, aboliscono la riduzione della LTP. Il fenomeno 

non può essere attribuito a un effetto di attivazione della PKG su LTP di per sé, poiché la 

perfusione con 8-pCPT-cGMP da sola non ha influenzato la quantità del potenziamento 

(Figura 6A-B), né a un effetto sulla neurotrasmissione basale poiché l'attivatore non ha 

influenzato la trasmissione sinaptica basale durante la perfusione (Figura 6A). 

Complessivamente, questi esperimenti suggeriscono che l'attivazione della PKG protegge 

contro l’inibizione di LTP indotta da oTau. 
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2.4.7 L’aumento dei livelli di cGMP e l’attivazione della PKG migliorano il danno 

della memoria indotto da oTau nei topi. 

 

 
 

 

FIGURA 7. L’aumento dei livelli di cGMP migliora le funzionalita’ della PKG nella riduzione di 

LTP indotta da oTau.  

A) L’inibitore della PDE5, il 7a (3 mg/kg, i.p.) o l'attivatore della PKG 8-pCPT-cGMP (40 μg/Kg, i.p) 

proteggono contro gli effetti deleteri dell'oTau ((22,95 μg/ml) sulla prestazione nella RAWM. ANOVA per 

misure ripetute (giorno 2): (F (5,83) = 17,973, p <0,0001. One-way ANOVA per blocco 10: F (5,83) = 

9,016, p <0,0001; Bonferroni test p <0,0001 oTau contro veicolo o oTau + 8-pCPT-cGMP, p = 0,003 vs 

oTau + 7a. Da soli, 7a o 8-pCPT-cGMP non modificano la memoria (Bonferroni test p = 1 rispetto al 

veicolo, blocco 10). Veicolo: n = 15 8 maschi, 7 femmine, oTau: n = 17, 9 maschi e 8 femmine, oTau + 7a: 

n = 16 8 maschi, 8 femmine, oTau + 8-pCPT-cGMP: n = 14, 7 maschi e 7 femmine, 7a: n = 14, 7 maschi e 

7 femmine, 8-pCPT-cGMP: n = 13, 6 maschi e 7 femmine.  

B) Il 7a (3 mg/kg) o 8-pCPT-cGMP (40 μg/Kg) proteggono contro l'alterazione indotta da oTau- (22,95 

μg/ml) nei test di memoria contestuale, senza modificare la memoria di per sé [24 ore: ANOVA F (5,83) = 

2.699, p = 0.026; Bonferroni test: veicolo contro oTau: p = 0,036; veicolo contro oTau + 7a o oTau + 8-

pCPT-cGMP o 7a o 8-pCPT-cGMP: p = 1]. Non ci sono differenze rilevanti nei movimenti del topo prima 

dello shock elettrico (ANOVA tra tutti: F (5,83) = 0,978, p = 0,436). Veicolo: n = 16, 8 maschi e 8 

femmine, oTau: n = 14, 7 maschi e 7 femmine, oTau + 7a: n = 17, 9 maschi e 8 femmine, oTau + 8-pCPT-

cGMP: n = 14, 7 maschi e 7 femmine, 7a: n = 15, 8 maschi e 7 femmine, 8-pCPT-cGMP: n = 13, 6 maschi 

e 7 femmine. 

C) Il “freezing” prima (Pre) e dopo (Post) sono gli stessi tra i sei gruppi mostrati in B nel test di 

condizionamento in cued. ANOVA: Pre-indotto: F (5,83) = 1.223, p = 0,306; Citato: F (5,83) = 2,010, 

p=0,086. 

 
Poichè gli esperimenti con la LTP indicano che l'up-regulation della cascata del NO 

migliora la riduzione della memoria indotta da oTau, abbiamo cercato di estrapolare 

questi risultati alla memoria usando il composto 7a e 8-pCPT-cGMP per elevare i livelli 

di cGMP e attivare la PKG. All'inizio abbiamo esaminato la memoria spaziale usando la 

RAWM. L'obiettivo del test è quello di indagare sulla memoria di riferimento a breve 

termine (Alamed, Wilcock, Diamond, Gordon, & Morgan, 2006). Sulla base di studi 

precedenti (Fá et al., 2016), o-Tau (22,95 μg/ml) è stato somministrato attraverso cannule 
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intra-ippocampali 180 e 20 minuti prima dell'allenamento. Il composto 7a (3 mg/Kg) e 8-

pCPT-cGMP (40μg/Kg) sono stati dati per via i.p. dopo il 2 °, 4 °, 7 ° e 9 ° blocco di 

prove. Per prima cosa hanno confermato che la somministrazione di oTau ha ridotto 

significativamente la memoria spaziale (Figura 7A). La somministrazione del composto 

7a o del 8-pCPT-cGMP inducono un miglioramento nel declino cognitivo indotto da 

oTau, dal momento che le prestazioni dei topi assomigliavano a quelle dei topi trattati 

con il veicolo (Figura 7A). Inoltre, la somministrazione del composto 7a o 8-pCPT-

cGMP da soli non ha migliorato le prestazioni della memoria negli animali trattati con il 

veicolo (Figura 7A). Gli esperimenti di controllo con il test della piattaforma visibile 

hanno escluso che i risultati di questi esperimenti fossero influenzati da un effetto visivo, 

motorio e motivazionale, poiché i diversi gruppi hanno mostrato una simile velocità e un 

simile tempo di nuoto per trovare la piattaforma quando visibile. (Figura 9) Pertanto, 

l'attivazione di PKG è vantaggiosa contro la compromissione della memoria spaziale 

indotta da oTau.  

 

Successivamente, abbiamo esaminato l'effetto del composto 7a e 8-pCPT-cGMP sulla 

memoria contestuale indotta dalla paura. Questo compito dipende dall'ippocampo e 

dall'amigdala (R. G. Phillips & LeDoux, 1992) e valuta la memoria associativa, un tipo di 

memoria che è affetta nei pazienti con AD. Abbiamo usato la stessa concentrazione di 

oTau e dei farmaci come per gli esperimenti di RAWM fatti precedentemente. I topi sono 

stati iniettati con oTau (180 min e 20 minuti prima della sessione di allenamento del 

primo giorno) e 7a o 8-pCPT-cGMP subito dopo l'allenamento. Non c'era alcuna 

differenza significativa tra i gruppi durante la registrazione di base (Figura 6B). Tuttavia, 

come precedentemente dimostrato (Fá et al., 2016), la somministrazione di oTau 

interferiva con la formazione della memoria, dal momento che i topi non hanno ricordato 

il contesto in cui hanno ricevuto lo shock a distanza di 24 ore (Figura 7B). La 

somministrazione del composto 7a o 8-pCPT-cGMP migliora i danni alla memoria 

contestuale causati da oTau (Figura 7B). I composti 7a o 8-pCPT-cGMP non hanno 

modificato la memoria di per sé, in quanto non ci sono differenze significative nel 

“freezing” degli animali trattati con veicolo o in queli trattati con il composto 7a o 8-

pCPT-cGMP da soli (Figura 7B).  
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Abbiamo anche esaminato il condizionamento della paura, che è un compito dipendente 

dall'amigdala e indipendente dall'ippocampo (R. G. Phillips & LeDoux, 1992), senza 

trovare differenze tra i gruppi prima o dopo lo stimolo (Figura 6C). Il test di controllo ha 

dimostrato che i diversi trattamenti non cambiano la percezione del dolore, come 

determinato attraverso la valutazione della soglia sensoriale (Figura 9). Infine, la 

somministrazione di oTau, 7a o 8-pCPT-cGMP non influenza l'attività esplorativa, la 

funzione locomotoria e l'ansia, valutate dal test in campo aperto (figura 9). 

Complessivamente, questi risultati indicano che l’up-regulation della cascata di NO 

potrebbe migliorare la perdita di memoria indotta da oTau. 
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2.4.8 L’inibizione di PDE5 migliora la riduzione dei livelli di pCREB e cGMP 

indotta da oTau dopo l'induzione della memoria.  

 

 
 

FIGURA 8 L'inibizione della PDE5 ristabilisce i livelli normali di pCREB e cGMP dopo la scarica 

elettrica in presenza di oTau.  

A) Immunoblots eseguiti su ippocampi raccolti a 1 minuto dopo lo shock elettrico.  

B) Il grafico a barre mostra che oTau riduce significativamente l'espressione di pCREB, mentre un 

trattamento concomitante con l'inibitore PDE5, il 7a, è in grado di ristabilire l'espressione normale di 

pCREB. Viene visualizzato il rapporto medio di p-CREB/t-CREB (One-way ANOVA: F (3,45) = 6,166; p 

= 0,001; post-hoc di Bonferroni: p = 0,045 tra veicolo e oTau; p = 0,002 tra oTau e oTau + 7a). 

L'espressione di GAPDH è stata utilizzata come controllo del caricamento. Veicolo: n = 14; oTau n = 9; 

oTau + 7a n = 12; 7a n = 14.  

C) Il grafico a barre mostra che oTau riduce significativamente il livello di cGMP, mentre un trattamento 

concomitante con l'inibitore PDE5, il 7a, è in grado di ristabilire i livelli normali di cGMP (One-way 

ANOVA: F (3,41) = 9.643; p <0,0001 ; Post-hoc Bonferroni: p <0,0001 tra veicolo e ouau e tra oTau e 

ouau + 7a). Veicolo: n = 12; oTau n = 12; oTau + 7a n = 10; 7a n = 11. 

 
 

Per determinare se gli effetti benefici dell'inibizione della PDE5 sulla formazione della 

memoria avvengano attraverso un’azione contro la riduzione di pCREB dopo 

l'esposizione a oTau, abbiamo valutato l'effetto dell'elevazione dei livelli di cGMP e di 

pCREB in presenza del composto 7A (l'inibitore della PDE5). Come mostrato nella 

Figura 8A, abbiamo trovato che l'infusione di oTau nella parte dorsale dell’ippocampo 

(500 nM, 1 μl per lato) 180 e 20 minuti prima dello footshock riduceva i livelli di pCREB 

(Figura 8A-B). Tuttavia, la somministrazione dell'inibitore della PDE5, il 7a (3 mg/kg, 

iniettato per via endovenosa 30 minuti prima dello shock alla zampa) ha protetto contro 

l'effetto negativo di oTau sui livelli di pCREB (Figura 8A-B). 

 

Per indagare ulteriormente il legame tra la cascata del NO e la compromissione tau-

indotta nella fosforilazione di LTP, memoria e CREB, ci siamo successivamente chiesti 
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se oTau interferisca direttamente con la cascata bloccando l'aumento del cGMP che si 

verifica normalmente subito dopo lo shock elettrico [55]. Abbiamo riscontrato che 

l'infusione di oTau nella parte dorsale dell’ippocampo (500 nM, 1 μl per lato), a 180 e 20 

minuti prima dello footshock, riduceva i livelli del cGMP (Figura 8C). Tuttavia, la 

somministrazione dell'inibitore della PDE5, il 7a (3 mg/kg, iniettata i.p. 30 minuti prima 

dello footshock), ha migliorato il deficit nei livelli di cGMP (Figura 8C).  

Complessivamente, questi risultati indicano che oTau riduce i livelli di cGMP dopo la 

scossa elettrica. Inoltre, l'inibizione della PDE5 può proteggere dalla riduzione indotta da 

oTau nei livelli di pCREB e cGMP dopo l'induzione della memoria. 
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2.4.9 L’incremento dei livelli di cGMP protegge contro il blocco dell’incremento 

della fosforilazione di CREB associata alla stimolazione tetanica.  

 
 

 
 
 
Figura 9 - L'elevazione del cGMP non influenza il comportamento motorio, visibile o 

esplorativo nei topi trattati con oTau. AB) Test con piattaforma visibile per la valutazione dei 

deficit di motivazione visiva-motoria per gli animali mostrati nella Figura 8A. Il test non ha 

rivelato alcuna differenza nella velocità media (ANOVA: F (5,83) = 0,570, p = 0,723) (A) e nel 

tempo per raggiungere la piattaforma visibile (ANOVA per misure ripetute: F (5,83) = 1,204, p = 

0,297) (B) tra i sei gruppi. C) Nessuna differenza è stata rilevata tra i gruppi della Figura 8B, C 
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durante la valutazione della soglia sensoriale. ANOVA: per la risposta visibile F (5,83) = 0,683, p 

= 0,637; per la risposta del motore F (5,83) = 1,775, p = 0,131 e per la risposta udibile F (5,83) = 

0,933, p = 0,464. DE) Il test in open field ha mostrato una percentuale simile di tempo trascorso 

nel compartimento centrale (F (5,83) = 7,037, p = 0,407) (D) e il numero di voci nel 

compartimento centrale (F (5,81) = 0,297, p = 0,850) (E) tra tutte le condizioni al giorno 2, 

indicando assenza di differenze nel comportamento esplorativo. Veicolo: n = 15, 8 maschi, 7 

femmine, oTau: n = 16, 8 maschi, 8 femmine, oTau + 7a: n = 17, 8 maschi, 9 femmine, oTau + 8-

pCPT-cGMP: n = 14, 7 maschi, 7 femmine, 7a: n = 12, 6 maschi, 6 femmine, 8-pCPT-cGMP: n = 

13, 7 maschi, 6 femmine. 
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2.4.10 Effetti di oTau sul pathway dell’NO.  

 

 
 
 
Il pannello sinistro mostra la cascata in condizioni fisiologiche. NO è prodotto 

dall'enzima ossido nitrico sintasi (NOS) che converte la L-arginina in L-citrullina. NO 

attiva la guanilil ciclasi solubile (sGC), che produce guanosina monosfosfato ciclico 

(cGMP) dalla guanosina trifosfato (GTP). Il cGMP viene degradato in 5'-GMP da 

fosfodiesterasi 5 (PDE5). L'aumento dei livelli di cGMP attiva la protein chinasi cGMP-

dipendente (PKG), che induce la fosforilazione di CREB e l'aumento della plasticità e 

della memoria sinaptica. In presenza di oTau (pannello centrale), la fosforilazione di 

CREB viene ridotta, con una riduzione dell’attivazione della cascata (mostrata da frecce 

più strette), portando a una compromissione della plasticità sinaptica e dei processi di 

memoria. Il trattamento con inibitori della PDE5 (pannello di destra) ristabilisce i livelli 

normali di cGMP, portando ad una aumentata fosforilazione del CREB e alla normale 

plasticità sinaptica e memoria. 
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2.5 Discussione 
 
Nel presente studio, riportiamo gli effetti della sovraregolazione della cascata del NO 

sulla compromissione dell’LTP e della memoria indotta da oTau. L'osservazione iniziale 

che ha ispirato questo lavoro è stata la scoperta che l'aumento della fosforilazione del 

CREB durante la formazione della memoria è soppresso negli animali esposti a oTau. 

Questo risultato è coerente con l'osservazione che anche i livelli di acetilazione di H3K27 

sono ridotti dall'esposizione di oTau durante la formazione della memoria. Infatti, la 

proteina CREB si lega alla proteina dell'istone acetiltransferasi CREB-binding (CBP) 

(Teich et al., 2015)(Perissi et al., 1999), portando ad un aumento dei livelli di acetilazione 

di H3 e H4 durante l'apprendimento spaziale e associativo nell'ippocampo e nella 

corteccia. Come numerosi studi hanno dimostrato, la fosforilazione di CREB promuove 

la trascrizione di geni di memoria come cFos, BDNF-IV, EGR1, Arc e Nr4a1 e Nr4a2 

che sono fondamentali nel processo di formazione della memoria (Hawk & Abel, 2011) 

(Dragunow, 1996) (Heroux et al., 2018). Confermiamo ora questi dati dimostrando che la 

riduzione della fosforilazione di CREB in presenza di oTau è associata a un'espressione 

ridotta dei geni c-Fos e Arc. Oltre a queste osservazioni, uno studio recente ha suggerito 

che tau è un gene bersaglio di CREB e ne regola negativamente la trascrizione (H. Liu et 

al., 2015). Inoltre, la sovraespressione di CREB ha ridotto significativamente i livelli di 

mRNA di tau agendo sul sito CRE1 del promotore tau per inibire la trascrizione del gene 

tau (H. Liu et al., 2015). Altri studi hanno dimostrato una relazione simile tra pCREB e 

tau. Ad esempio è stato osservato che la sovraregolazione dell'espressione di CREB e 

pCREB attenua il livello di tau iperfosforilata nei neuroni ischemici della corteccia 

parietale nei cervelli di ratto (Z.-H. Zhang et al., 2010). Inoltre, è stato dimostrato che il 

pathway di segnalazione tau/Fyn/NR2B potrebbe interferire con l'attività e l'espressione 

di CREB (Xie et al., 2017). Le proteine tau post-tradotte e iperfosforilate causano una 

riduzione e un fallimento dell'attività e della fosforilazione di Fyn (tirosin protein kinase), 

NR2B (unità recettrice del recettore NMDA) e CREB. La compromissione della 

fosforilazione di CREB da parte di oTau ci ha portato ad ipotizzare che l'up-regolazione 

del pathway NO/cGMP/PKG/CREB, che è noto interferire con CREB, possa essere 

benefico nell’AD. Per indagare la nostra ipotesi e fornire nuove informazioni sui 

meccanismi molecolari alla base di difetti dell'apprendimento e della memoria indotti da 
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oTau, abbiamo esaminato i singoli componenti della via di segnalazione 

NO/cGMP/PKG/CREB in relazione all'elevazione dei livelli di oTau nell'ippocampo di 

topo. 

 

In primo luogo abbiamo studiato l'effetto di NO sulla riduzione della LTP causata da 

oTau attraverso il donatore di NO, DEA/NO. I nostri risultati hanno suggerito che 

l'aumento di NO è in grado di salvare dalla compromissione della LTP, fornendo la prova 

che il NO ha un effetto protettivo sul rafforzamento sinaptico e corroborando altri studi 

che dimostrano che il NO è coinvolto nei processi di plasticità dell'ippocampo (O’Dell, 

Hawkins, Kandel, & Arancio, 1991) (Schuman & Madison, 1991) (Böhme et al., 1991). 

Tuttavia, il ruolo di NO è controverso in quanto diversi studi hanno dimostrato che il NO 

è sia neuroprotettivo che neurotossico. Il NO è stato correlato con le malattie 

neurodegenerative attraverso la formazione di specie reattive dell'azoto (Zhao, Yu, & 

Tan, 2015), ma è stato di conseguenza dimostrato che il NO è in grado di ridurre la 

patologia tau e diminuire la perdita cellulare, agendo come punto di giunzione tra peptidi 

Aβ, attivazione della caspasi e aggregazione di tau (Colton et al., 2006). Di fondamentale 

importanza e’ da quale molecola viene prodotto il NO che ne attribuisce un ruolo, 

positivo o negativo, nell’AD. Il NO neurotossico è prodotto dalla NOS inducibile dalla 

microglia (iNOS) che causa disfunzione sinaptica attraverso la produzione di 

perossinitrito [68-70]. Il NO prodotto dalle altre isoforme, la NOS endoteliale (eNOS) e/o 

la NOS neuronale (nNOS) sembrano essere collegate a meccanismi neuroprotettivi (Law, 

O’Donnell, Gauthier, & Quirion, 2002). È interessante notare che un recente studio ha 

esaminato il ruolo controverso del NO e dei suoi effetti sulla plasticità sinaptica nei topi 

3xTg-AD. Questi modelli animali mostrano spesso evidenza di plasticità sinaptica 

disfunzionale regolata dal calcio prima che si verifichi l'insorgenza di deficit cognitivi, 

suggerendo quindi che deve esserci un meccanismo di compensazione che permetta 

all'ippocampo di mantenere la sua normale produzione, mentre c'è già evidenza di 

disfunzione sinaptica (Chakroborty, Kim, Schneider, West, & Stutzmann, 2015). Il lavoro 

ha suggerito che esiste una relazione tra l'aumento del rilascio di calcio osservato nei topi 

AD pre-sintomatici e NO, dal momento che il NO è regolato con il calcio. Il blocco della 

sintesi di NO ha provocato una depressione sinaptica marcatamente aumentata nei topi 
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AD. Questo spiegherebbe perché i modelli di topi AD e i pazienti AD hanno livelli 

elevati di nNOS e recettori della rianodina (Law et al., 2002) (Chakroborty et al., 2012) 

(Lüth, Münch, & Arendt, 2002), come se si instaurasse un meccanismo per aumentare la 

cascata di NO per compensare la disfunzione sinaptica sperimentata. Negli stadi 

successivi dell'AD, i livelli cumulativi di NO raggiungono un livello di neurotossicità e 

convertono il ruolo del gas da neuroprotettivo a neurotossico, dimostrando che il NO 

agisce come una molecola tipo Jekyll-Hyde a seconda delle sue concentrazioni 

(Chakroborty et al., 2012). 

 

Per valutare gli effetti a valle del NO abbiamo usato l'ODQ, un inibitore irreversibile 

della sGC, che è in grado di ridurre i livelli di LTP a partire da fette ippocampali perfuse 

con tau. Ancora più importante, l'associazione di oTau con ODQ e DEA/NO ha bloccato 

il ruolo neuroprotettivo del donatore di NO supportando la precedente evidenza che la 

sGC è un fattore importante nella via del segnale del NO coinvolto nel salvataggio dalla 

disfunzione sinaptica (Puzzo et al., 2005) (Schlossmann, Feil, & Hofmann, 2003). Per 

escludere la possibilità che ODQ abbia potuto interrompere altri meccanismi coinvolti 

nell'induzione di LTP, abbiamo usato una strategia alternativa per indagare l'importanza 

del sGC nel salvataggio del deficit sinaptico indotto da oTau. Abbiamo utilizzato lo 

stimolatore del sGC, il BAY41-2272 e ottenuto risultati simili a quelli trovati con 

DEA/NO, cioè il BAY41-2272 è stato in grado di ristabilire la normale LTP dopo 

l'esposizione a oTau. È interessante notare che nei pazienti con AD sono stati riscontrati 

livelli di attività della sGC circa il 50% in meno dei controlli nella corteccia temporale 

superiore (Bonkale et al., 1995). Queste osservazioni forniscono la prova che sGC è 

molto importante per la cascata del NO e svolge un ruolo diretto nell'ezioopatologia 

dell'AD. Pertanto, le nostre scoperte sull'attivazione della sGC e il danno indotto da oTau 

su LTP e sulla memoria sono coerenti con questo scenario. 

 

Dato che la sGC è responsabile della produzione di cGMP da GTP (Schlossmann et al., 

2003), abbiamo ipotizzato che l'aumento dei livelli di cGMP sarebbe vantaggioso e 

contrasterebbe la compromissione della LTP indotta da oTau. In accordo con la nostra 

ipotesi, entrambi gli analoghi del cGMP, 8-Br-cGMP e 8-pCPT-cGMP, hanno migliorato 
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l'alterazione sinaptica indotta da oTau portandola a livelli fisiologici normali. Inoltre, 

abbiamo osservato che la LTP alterata da oTau viene ripristinata dopo perfusione delle 

fettine di ippocampo con due inibitori della PDE5, sildenafil e il composto 7a, che 

elevano i livelli di cGMP. 

 

Vari enzimi fosfodiesterasici sono in grado di idrolizzare il cGMP regolandone i livelli 

intracellulari. Noi e altri gruppi abbiamo evidenziato l'importanza della PDE5 nel 

modulare la via di trasduzione del segnale NO-cGMP, e quindi il suo effetto sulla 

plasticità sinaptica e sulla memoria (Fiorito et al., 2013) (Puzzo et al., 2009) (Devan et 

al., 2014) (Rutten et al., 2009) (Prickaerts et al., 2002). In precedenza abbiamo riferito 

che la somministrazione di inibitori della PDE5, il sildenafil e il composto 7a, in un 

modello murino di deposizione di amiloide non solo hanno aumentato i livelli di cGMP 

ma hanno anche esercitato un miglioramento immediato e duraturo della funzione 

sinaptica e della memoria (Fiorito et al., 2013) (Puzzo et al., 2009). Tuttavia, un possibile 

punto di contesa potrebbe riguardare l'effettiva efficacia degli inibitori della PDE5 sul 

miglioramento degli aspetti cognitivi, poiché il loro effetto potrebbe essere attribuito 

all'aumento del flusso sanguigno e al metabolismo del glucosio (come menzionato sopra, 

l'uso iniziale degli inibitori della PDE5 riguardava l'ipertensione e disfunzione erettile, 

dovuta all'effetto degli inibitori della PDE5 sulla vasodilatazione (Paternò, Faraci, & 

Heistad, 1996). Questo è improbabile perché uno studio precedente ha dimostrato che 

l'effetto dell'inibizione della PDE5 sulla memoria e sulla cognizione non è correlato agli 

effetti cerebrovascolari (Rutten et al., 2009). Nel nostro studio, l'applicazione in vivo di 

sildenafil e del composto 7a, in cui gli effetti cerebrovascolari possono essere esclusi, ha 

aumentato la quantità di potenziamento nelle fettine perfuse con oTau. Pertanto, le 

osservazioni di cui sopra, così come la progettazione del nostro studio, escludono la 

possibilità che gli inibitori della PDE5 possano esercitare la loro azione attraverso una 

maggiore vasodilatazione. 

 

Come con gli inibitori della PDE5, il ruolo del PKG nella memoria spaziale e associativa 

è stato studiato nei topi iniettati oTau. Nel presente studio, dimostriamo che la 

somministrazione intraperitoneale dell'attivatore della PKG, il 8-pCPT-cGMP, nei topi 
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trattati con oTau migliora il deficit di memoria nel RAWM e nei compiti di 

condizionamento della paura. Pertanto, forniamo la prova che l'attivazione della PKG 

migliora la compromissione della memoria indotta da oTau. Questo risultato è coerente 

con l'osservazione che gli inibitori della PKG bloccano il potenziamento e la 

somministrazione esogena di PKG producendo un potenziamento dipendente dall'attività 

che imita quello indotto dalla stimolazione tetanica (Arancio et al., 2001). Di 

conseguenza, l'inibizione dell'attività della PKG post-allenamento che ha come fine 

quello di inibire, in effetti impedisce la formazione di memoria (Bernabeu, Schmitz, 

Faillace, Izquierdo, & Medina, 1996). Pertanto, forniamo la prova che l'attivazione della 

PKG migliora l'indebolimento della memoria indotto da oTau. 

 

L'elevazione della fosforilazione del CREB svolge un ruolo chiave nell'induzione della 

plasticità sinaptica e della formazione della memoria. È noto che l'aumento di pCREB è 

presente sia a 1 min che a 60 min dopo la stimolazione tetanica per indurre la LTP o dopo 

lo shock elettrico per indurre formazione di memoria (Puzzo et al., 2005). Qui abbiamo 

dimostrato che l'elevazione del cGMP protegge contro il deficit nella fosforilazione del 

CREB durante la formazione della memoria e quindi potrebbe essere terapeuticamente 

rilevante. Tuttavia, esistono altre cascate con secondi messaggeri che coinvolgono CREB 

oltre a quella del NO, e quindi potrebbero essere sfruttate per la scoperta di nuovi farmaci 

(Teich et al., 2015). Inoltre, l'elevazione del cGMP, che è nota per essere transitoria e si 

pensa che agisca immediatamente dopo la LTP o l'induzione della memoria [35, 55, 88], 

potrebbe avere bersagli multipli oltre a PKG (cioè i canali ionici aperti dai nucleotidi 

ciclici o quelli dipendenti dalla iperpolarizzazione e aperti dai nucleotidi ciclici) 

(Kleppisch & Feil, 2009) che potrebbero svolgere un ruolo nel ristabilire la memoria 

altrimenti ridotta da oTau. Infine, la modulazione di bersagli a valle di PKG tra cui 

l’organizzazione citoscheletrica, il traffico delle vescicole e dei recettori AMPA, e 

dell’espressione genica tramite fosforilazione di vari substrati tra cui VASP, RhoA, 

RGS2, hSERT, GluR1, substrato G e DARPP-32, potrebbero anche essere attraenti come 

obiettivo terapeutico (Kleppisch & Feil, 2009). 
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Ad oggi, non ci sono prove cliniche che suggeriscano un effetto protettivo degli inibitori 

della PDE5 contro la patologia dell’ AD. Una valutazione clinica dell'efficacia del 

sildenafil contro la perdita di memoria nei pazienti con AD richiederebbe una 

somministrazione cronica del composto a una popolazione anziana. Tuttavia, 

probabilmente a causa della mancanza di specificità dell'inibitore che potrebbe causare 

effetti collaterali, questo non è stato tentato. Il presente studio fa parte di un programma 

di sviluppo di farmaci finalizzato all'ottenimento di un inibitore di PDE5 altamente 

specifico e permeabile al cervello. Il composto 7a è stato ottenuto come risultato di 

questo sforzo nella scoperta di nuovi farmaci e la sua efficacia farmacologica è stata 

precedentemente testata in modelli animali indotti da Aβ in AD (Fiorito et al., 2013) ed è 

ora testata in modelli animali con disturbo della memoria indotta da oTau. Un risultato 

rilevante di questo studio è l'inversione del deficit di memoria spaziale e associativo 

dovuto alla somministrazione intracerebrale di oTau nei topi dopo il trattamento acuto 

con inibitori della PDE5. Entrambi i tipi di memoria sono compromessi nelle prime fasi 

dell’ AD (Cushman, Stein, & Duffy, 2008). Inoltre, è stata condotta un'ulteriore indagine 

allo scopo di correlare il miglioramento dei livelli di cGMP con l'up-regulation della 

cascata di NO che porta ad un aumento dei livelli di pCREB. Un saggio biochimico 

ELISA eseguito sugli ippocampi di topi trattati con oTau ha rivelato una drastica 

riduzione dell'elevazione del cGMP durante la formazione della memoria, che è stata 

contrastata dal trattamento con il composto inibitore della PDE5, il 7a. È interessante 

notare che i livelli di cGMP dopo l'induzione di LTP non potevano essere misurati a 

causa della mancanza di un metodo quantitativo in grado di rilevare cambiamenti nei 

livelli di cGMP nelle pochissime fibre situate sotto l'elettrodo stimolante durante la 

stimolazione tetanica. Tuttavia, l'osservazione che l'inibizione della PDE5 ristabilisce i 

livelli normali di cGMP dopo una scarica elettrica suggerisce fortemente che l'inibizione 

della PDE5 è benefica contro la perdita di memoria nelle patologie di oTau. 

 

La disregolazione della cascata del NO nell’AD è stata dimostrata in proteomica e in 

studi metabolomici (Hannibal, 2016). Coerentemente con questo risultato, è stato 

dimostrato che il pathway NO/cGMP/PKG/CREB è downregolato in modelli murini di 

deposizione dell’amiloide e la sua downregolazione è stata principalmente attribuita alla 
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presenza di oligomeri di Aβ (Puzzo et al., 2014). Nell'ambito del presente lavoro, 

abbiamo esteso queste osservazioni a forme solubili di tau. Un tale parallelismo può 

essere dovuto a numerose caratteristiche comuni degli oligomeri di tau e Aβ, compreso la 

struttura beta-sheet, il suo stato di aggregazione (Lasagna-Reeves, Castillo-Carranza, 

Guerrero-Muoz, Jackson, & Kayed, 2010), il rilascio dipendente dall'attività (Yamada et 

al., 2014), la capacità di entrare nei neuroni (Fá et al., 2016)(J. W. Wu et al., 2013) e 

influenzare la segnalazione astrocitaria del calcio intracellulare (Piacentini et al., 2017) e 

il legame di proteine alla superficie cellulare, come ad esempio la proteina precursore 

dell'amiloide (APP) (Takahashi et al., 2015). 

 

La scoperta degli aggregati solubili di tau e il loro coinvolgimento nella patogenesi 

dell’AD hanno innescato lo sviluppo di terapie volte a fermare l’aggregazione di tau 

(Crowe et al., 2013) o indurre la clearance di tau grazie alla immunoterapia 

(Boutajangout et al., 2010). Tuttavia, sono state espresse preoccupazioni in merito 

all'efficacia di questi trattamenti, in quanto potrebbero ridurre il carico complessivo di 

NFTs senza riduzione di oTau. Inoltre, considerando il fatto che e’ stato suggerito che le 

NFTs possano avere una funzione protettiva (Spires-Jones, Kopeikina, Koffie, de 

Calignon, & Hyman, 2011), prevenendo la diffusione della patologia, ulteriori approcci 

con tau potrebbero essere dannosi. Inoltre, tau svolge un ruolo chiave nella fisiologia 

cellulare; quindi le terapie che influenzano direttamente i livelli di tau potrebbero 

interferire con il normale ruolo fisiologico normale di tau. L'immunoterapia infine 

potrebbe essere controproducente perché la maggior parte degli anticorpi mostra un'alta 

affinità per tau, senza legarsi alle varie conformazioni specifiche di tau coinvolte nel suo 

“ seeding” (Evidenze sperimentali emergenti suggeriscono che la diffusione della 

patologia tau nel cervello nelle Tauopatie riflette la propagazione di specie di tau 

anormali lungo aree cerebrali collegate neuroanatomicamente. Questa propagazione 

potrebbe avvenire attraverso un meccanismo "prionico" che implica il trasferimento di 

semi di tau anormali da una "cellula donatrice" a una "cellula ricevente" e il reclutamento 

di tau normali nel secondo per generare nuovi semi di tau.) (Todd E Golde, Lewis, & 

McFarland, 2013). In tal modo noi suggeriamo una strategia alternativa per proteggere 

dal deficit della memoria indotto da tau che sarebbe così mediata da farmaci che agiscono 
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a valle della produzione del NO. A questo proposito, l'eccezionale profilo di sicurezza 

degli inibitori della PDE5 li rende particolarmente attraenti, come mezzo valido per 

contrastare l'AD. 

 
 
 
 
 

2.6 Conclusione 
 
Le nostre scoperte forniscono una nuova visione di come oTau influenzi la plasticità 

sinaptica e la memoria, indicando la cascata del NO come un pathway che può essere 

sfruttato per contrastare il danno tau-indotto sulla plasticità sinaptica e sulla memoria, e 

offrendo una nuova finestra di opportunità terapeutiche contro l'AD e altre malattie 

neurodegenerative caratterizzate da un aumento di tau. 
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