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La Costituzione, nel 2004, del CENTRO INTERUNIVERSITARIO DI RICERCA SULLE BASI MOLECOLARI
DELLE MALATTIE NEURODEGENERATIVE é stata promossa da ricercatori di cinque Dipartimenti dei tre Atenei
convenzionati al fine di promuovere I’avanzamento delle conoscenze scientifiche nel campo delle malattie degenerative
del Sistema Nervoso Centrale e Periferico. II Centro si pone come obiettivi fondamentali la promozione, il
coordinamento, il potenziamento e la realizzazione di studi e ricerche relative alle alterazioni strutturali e funzionali, a
livello molecolare, alla base dei meccanismi patogenetici delle malattie neurodegenerative. Il Centro si propone come
una struttura di ricerca biomedica caratterizzata in senso inter-disciplinare collegata con autorevoli laboratori di ricerca
internazionali. L attivita di ricerca delle Unita operative afferenti al Centro é fortemente improntata all’utilizzazione di
metodiche avanzate di tipo biochimico, biofisico, biologico molecolare e cellulare e genetico. In particolare, il Centro
focalizzera le proprie attivita di ricerca sui seguenti temi:

= Studio delle alterazioni biochimiche e molecolari alla base di malattie neurodegenerative al fine di individuare
specifici target di strategie terapeutiche e diagnostiche.

= Ricerca, studio e caratterizzazione di anomalie genetiche associate a patologie neurodegenerative.

= (Caratterizzazione molecolare dei meccanismi di folding, misfolding e aggregazione di proteine coinvolte nei
processi neurodegenerativi, con particolare riguardo alle forme caratterizzate da deposizione di aggregati di
tipo amiloide.

= Studio dei meccanismi molecolari di citotossicita di aggregati di proteine e dei rapporti tra struttura degli
aggregati e loro effetti tossici su modelli biologici.

= Ricerca di molecole e condizioni chimico-fisiche atte ad inibire il processo di aggregazione o a promuovere la
dissoluzione degli aggregati al fine di interferire con il processo neurodegenerativo.

=  Studio dell’influenza di fattori ambientali, genetici e del processo di invecchiamento sui meccanismi cellulari e
molecolari che prevengono I’insorgenza di processi neurodegenerativi.

Per raggiungere questi obiettivi, il Centro: i) Promuove iniziative di collaborazione interdisciplinare sia a livello
nazionale che internazionale sui temi caratterizzanti i propri scopi scientifici; ii) Organizza iniziative finalizzate al
confronto scientifico e all'incremento delle relazioni e degli scambi tra studiosi italiani e stranieri attivi nei settori
scientifici di interesse del Centro, iii) Favorisce lo scambio di informazioni e di risorse strumentali fra le Unita di
ricerca convenzionate, anche nell’ambito di collaborazioni con altri Istituti o Dipartimenti Universitari o con altri
Centri di ricerca scientifica.

Oltre alle attivita descritte, di carattere prettamente scientifico, Il Centro si propone di svolgere una efficace attivita
di divulgazione rivolta agli operatori sanitari del settore e alle stesse associazioni di pazienti affetti da patologie
neurodegenerative. Questa finalita, di prevalente connotazione sociale, sara perseguita attraverso una serie di iniziative
tra le quali:

= l’aggiornamento periodico sulle novita internazionali riguardanti i pit recenti avanzamenti delle conoscenze
scientifiche sulle tematiche di interesse nonché gli ultimi ritrovati diagnostici e terapeutici;
= larealizzazione di un sito/portale WEB dedicato e interattivo.
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ATTIVITA’ SCIENTIFICA DEI PROMOTORI DEL CENTRO

Basi molecolari del folding, misfolding e aggregazione di proteine

Gli studi effettuati negli ultimi anni con 1’uso di proteine modello hanno permesso di ottenere importanti informazioni
sui meccanismi di folding a uno stadio. In particolare I’uso estensivo di mutanti di acilfosfatasi eucariotiche ha
permesso di descrivere le caratteristiche cinetiche e termodinamiche del folding di questa proteina, nonché le zone della
molecola e i residui coinvolti nella formazione dello stato di transizione. Piu recentemente questi studi sono stati estesi
ad altre proteine della famiglia delle acilfosfatasi procariotiche. Un approccio analogo ha permesso di studiare a livello
molecolare il misfolding e 1’aggregazione amiloide delle stesse proteine insieme ad altre quali la beta2-microglobulina
e un dominio SH3. Uno dei risultati piu importanti ottenuti ha mostrato che la cinetica di aggregazione di proteine
mutanti dipende dalla modificazione di parametri chimico-fisici della catena polipeptidica quali idrofobicita media,
carica netta e propensione beta conseguente la presenza del residuo mutato. L’equazione sviluppata permette di
prevedere I’effetto sulla cinetica di aggregazione di mutazioni non destabilizzanti.

Basi molecolari della tossicita di aggregati amiloidi

Partendo dall’osservazione che 1’aggregazione amiloide € un processo che puo riguardare teoricamente qualsiasi
proteina o peptide e non solo i pochi coinvolti in patologie da amiloide, abbiamo dimostrato che anche la tossicita degli
aggregati, nella forma pre-fibrillare & una proprieta generale riconducibile a comuni caratteristiche strutturali di tutti gli
aggregati e che si realizza attraverso comuni modificazioni biochimiche cellulari. Questa linea di ricerca sta studiando i
meccanismi biochimici che danneggiano le cellule esposte, sia in coltura che in tessuti di organismi superiori,
portandole alla morte per apoptosi o per necrosi. Stiamo altresi studiando le caratteristiche biochimiche e cellulari che
rendono certi tipi di cellule piu sensibili di altre e gli effetti tossici di tali aggregati su organismi complessi come i ratti.
L’idea di base é che le catene polipeptidiche in quanto tali presentano 1’intrinseca tendenza a dare aggregati tossici che
evidenziano la presenza di un lato oscuro in qualsiasi peptide o proteina che, in opportune condizioni, pud assumere
una conformazione tossica per la cellula.

Aspetti biochimici, genetici e clinici del morbo di Alzheimer e altre demenze

Lo studio delle demenze ¢ volto principalmente allo studio dei fattori genetici causativi e di associazione, allo studio
nei tessuti periferici ed alla indagine del metabolismo in vivo, tramite tomografia ad emissione di positroni (PET), oltre
che alla validazione delle metodiche di diagnosi clinica. Una linea di ricerca e mirata all’identificazione e
caratterizzazione clinica di famiglie con forma familiare di malattia di Alzheimer che ha portato all’identificazione di
una famiglia con una nuova mutazione del gene PS2 e alcune nuove mutazioni PS1. Lo studio della malattia di
Alzheimer é stato effettuato anche in tessuti periferici studiando lo stress ossidativi in cellule periferiche e 1’attivita dei
necrofili CD11b e dei fibroblasti PGE 2, la regolazione delle glicoidrolasi correlata con la attivazione di ras ed il danno
cromosomico spontaneo ed indotto in cellule somatiche dei pazienti con forme sporadiche o familiari. Lo studio delle
demenze é indirizzato anche allo studio del metabolismo energetico cerebrale tramite PET per identificare strategie
diagnostiche precoci, in particolare per il Mild Cognitive Impairement, e differenziali fra le varie forme di demenze,
anche in relazione a specifiche indagini genetiche Inoltre membri del centro partecipano al coordinamento dello studio
di validazione delle linee guida per la demenza della Societa Italiana di Neurologia. Un’altra linea di ricerca utilizza
come sistema modello la linea di neuroblastoma umano SH-SY5Y é stato dimostrato che la SOD1 wild-type protegge
dalla morte apoptotica indotta mediante trattamento con il frammento AP 1-42. In questo sistema modello, in accordo
con I’ipotesi che ioni rame favoriscano 1’aggregazione di AP in forme tossiche e pro-ossidanti che perpetuano il danno
intracellulare, la sovra-espressione della SOD1 esercita un’azione protettiva mediata dalla chelazione degli ioni rame.
Questo tipo di osservazioni é stato esteso anche ad un diverso sistema cellulare, costituito da linee stabili derivate da
cellule embrionali telencefaliche murine (ETNA), transfettate per I’espressione costitutiva di SOD1 wild-type e trattate
con peptide AP 1-42. In queste linee é stato possibile verificare che il trattamento con AB1-42 induce una inibizione
ossidativa della calcineurina (CaN), che é parzialmente prevenuta dall’attivita protettiva della SOD1. Questo dato €
particolarmente rilevante perché 1’inibizione della CaN si riflette in un diverso pattern di fosforilazione della proteina
tau, nella attivazione di almeno due protein-chinasi (ERK1/2 e CDKS5), che sono anch’esse coinvolte nella
determinazione del livello di fosforilazione di tau ed in una diversa modulazione del fattore di trascrizione NF-kB,
indicativa di una situazione di accresciuto stress cellulare. Lo studio e proseguito determinando alcuni altri parametri
coinvolti nell'omeostasi ossido-riduttiva intracellulare in cellule ETNA. Il trattamento con AP 1-42 causa una
diminuzione del rapporto glutatione ridotto/glutatione ossidato (GSH/GSSG), forse dovuto ad un decremento
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nell’attivita della glutatione reduttasi, che si osserva in queste cellule in seguito al trattamento con A} 1-42. La sovra-
espressione di SOD1 wild-type previene 1’alterazione del rapporto GSH/GSSG ma non I’inattivazione della glutatione
redattasi. Tuttavia, in questo studio é stato dimostrato che la somministrazione di butionina sulfossimina, un farmaco
che interferisce con i normali processi di riduzione del GSSG, induce una inattivazione della calcineurina, suggerendo
che I’inibizione della calcineurina dipenda dall’aumento dello stress ossidativo indotto dalla [B-amiloide. I.’analisi &
stata estesa somministrando il peptide A 1-42 anche a cellule primarie espiantate dalla corteccia cerebrale di embrioni
(e14) di topi wild-type o di topi knock-out per Apafl. I risultati degli esperimenti condotti hanno complessivamente
dimostrato che il trattamento con A 1-42 induce morte cellulare nei neuroni primari, e che il processo di morte indotto
e di tipo apoptotico mediato da Apafl. Queste osservazioni dimostrano ulteriormente il ruolo chiave della via
apoptotica di tipo mitocondriale negli effetti tossici di Ap 1-42.

Basi molecolari della sclerosi laterale amiotrofica

Questo studio ¢ volto alla individuazione dei meccanismi molecolari alterati dalla espressione di superossido dismutasi
a rame e zinco (SOD1) tipiche di pazienti affetti da sclerosi laterale amiotrofica (SLA) familiare (FALS). Una linea di
ricerca é mirata ad individuare le alterazioni biochimiche e biofisiche introdotte nella struttura della SOD1 dalla
presenza delle mutazioni puntiformi e a definire come queste alterazioni operino nel modificare la localizzazione
intracellulare e la funzione (tipicamente antiossidante) dell’enzima wild-type. Lo studio in vitro (in colture cellulari
umane e murine) ed in vivo (in topi transgenici ed in pazienti) € rivolto alla determinazione delle modificazioni dei
sistemi di tamponamento dello stress ossidativo, della funzionalita mitocondriale, dei sistemi di traduzione del segnale,
della regolazione dello splicing di mRINA e dell’espressione di specifici geni coinvolti nella morte cellulare. Altre linee
di ricerca su questo tema comprendono lo studio di mutanti di SOD1 coinvolti nella sclerosi amiotrofica laterale di
tipo familiare, delle conseguenze intracellulari della espressione di SOD1 mutanti tipiche di pazienti affetti da sclerosi
amiotrofica laterale di tipo familiare, delle interazioni tra SOD1 mutanti e molecole coinvolte in meccanismi di
trasduzione del segnale, dei processi neurodegenerativi indotti da SOD1 mutanti, delle alterazioni dello splicing di
mRNA indotte da SOD1 mutanti e delle alterazioni mitocondriali indotte da SOD1 mutanti. Membri del centro sono
parte dell’European ALS study group e della Commissione per la SLA del Ministero della Salute.

Studio delle relazioni tra metabolismo del ferro e patologie del Sistema Nervoso Centrale

Questo studio e volto ad indagare le relazioni tra stress da radicali dell’ossigeno indotto da alterazioni del metabolismo
del ferro e meccanismi di neurodegenerazione indotti dalla espressione di SOD1 mutanti o dalla sovraespressione di
SOD1 wild-type. Alterazioni di queste relazioni potrebbero infatti essere attivamente operanti rispettivamente nella
patogenesi dell’ALS familiare e della sindrome di Down. Utilizzando un approccio genetico combinato, che ha
consentito di accrescere il livello di espressione della SOD1 (mediante trasfezione del cDNA codificante per la proteina
wild-type o mutata) o diminuirlo (mediante RNA interference) in cellule gliali o neuronali in coltura, la D.ssa Carri ha
potuto dimostrare che il livello di attivita enzimatica superossido dismutasica intracellulare e parallelo al livello del
recettore per il trasportatore della transferrina (TfR). Tale modulazione é mediata dall’induzione della attivita di legame
dell’Tron Regulatory Protein (IRP) sul suo specifico Iron Regulatory Element (IRE). La sovraespressione della SOD1
wild type, contrariamente a quella della fALS-SOD1, induce anche un incremento del livello della ferritina, che ha
probabilmente significato di difesa dalla presenza di un eccesso di ioni Fe intracellulari. Questa diversita di
comportamento tra le due proteine puo essere interpretata come causativa della diversa severita del fenotipo Down
rispetto a quello fALS.

Sclerosi multipla

L’attivita di ricerca sugli aspetti clinici, diagnostici e genetici della sclerosi multipla é indirizzata alla messa a punto di
criteri diagnostici, alla definizione delle alterazioni cognitive, al trattamento con ciclofosfamide, e allo studio tramite di
risonanza magnetica della integrita tissutale in relazione alle caratteristiche genetiche.

Determinanti genetici e molecolari delle patologie neurodegenerative da espansione di triplette

Malattia di Kennedy (atrofia muscolare spinale e bulbare).

In questa malattia, il gene del recettore degli androgeni presenta una mutazione che amplifica la sequenza di
poliglutammine presente all’estremita N-terminale del recettore degli androgeni (per effetto dell’espansione della
ripetizione della tripletta CAG). La mutazione si accompagna alla degenerazione selettiva dei motoneuroni spinali e del
bulbo cerebrale. Il meccanismo biologico del danno neuronale che porta a morte cellulare é stato indagato grazie alla
messa a punto di modelli cellulari per lo studio di questa ed altre patologie del motoneurone (sclerosi laterale
amiotrofica, atrofia muscolare spinale). Utilizzando tali modelli, é stato possibile dimostrare che la forma mutata del
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recettore androgenico genera aggregati intracellulari neurotossici contenenti la proteina mutata; inoltre, la formazione
di tali aggregati sembra essere dovuta ad un evento scatenante legato all'attivazione della proteina recettoriale da parte
del suo legante naturale, il testosterone. Gli aggregati si formano sia nel citoplasma sia nei neuriti, in quest’ultimo caso
con alterazioni del trasporto assonale dei mitocondri mediato dalla proteina motrice chinesina; il blocco del trasporto
dei mitocondri potrebbe generare un deficit energetico a livello della sinapsi con la conseguente morte cellulare.

Atassie spinocerebellari

La linea di ricerca sulla caratterizzazione molecolare dei meccanismi neurodegenerativi alla base delle atassie
cerebellari autosomiche dominanti ha per oggetto: 1) 1’atassia spinocerebellare di tipo 1 (SCA1), causata
dall’espansione della tripletta CAG nel gene SCAI1; 2) I’atassia episodica di tipo 2 (EA2), dovuta a mutazioni
“nonsenso” o che provocano la comparsa di forme tronche della subunita o 1A del canale del calcio voltaggio-
dipendente di tipo P/Q (CaV2.1); 3) la SCAS6, allelica alla EA2, causata dall’espansione del piccolo tratto poliCAG
della zona 3’ terminale del gene CaV2.1 (0 CACNA1A). Sebbene generalmente I’EA2 e la SCA6 vengono considerate
due malattie distinte esse presentano un’area di sovrapposizione in quanto, in alcuni pazienti, espansioni del tratto
ripetuto CAG possono causare un’atassia episodica, e mutazioni di tipo sostituzione aminoacidica, che provocano
perdita della funzione canale, possono essere la causa di atassie permanenti e progressive.

Le ricerche sulla SCA1 utilizzano I’analisi di modelli molecolari di atassina-1, patologici e non patologici, che
potrebbero chiarire i meccanismi patogenetici alla base della tossicita e della degenerazione neuronale e le modalita
con cui si determinano le specificita cellulari e subcellulari delle varie patologie da poliglutammine. Gli aspetti
del’EA2 e della SCAG6 studiati sono i rapporti fenotipo/genotipo attraverso la decifrazione dell’espressivita ribotipica
del gene CaV2.1, mediante caratterizzazione fisiologica e patologica, sia in termini funzionali che di specificita
cellulare delle diverse isoforme del gene prodotte per splicing alternativo, di cui alcune maggiormente espresse in
cellule specifiche.

Un’altra linea di ricerca, centrata sullo studio delle basi genetiche delle atassie, ha permesso di identificare la prima
famiglia italiana con malattia di Machado Joseph, di effettuare 1’analisi clinica e genetica delle espansioni da SCAS8 in
famiglie italiane e di caratterizzare le mutazioni del gene dell’alfa tocoferolo nelle atassie spinocerebellari.

Corea di Huntington

Il difetto genetico responsabile della Corea di Huntington é stato identificato nel 1993 e consiste nell’espansione del
numero di triplette CAG presenti all’interno di un gene codificante I’huntingtina. A causa di questa anomalia nel gene,
e nella proteina che ne deriva, i neuroni striatali medi-spinosi del cervello vanno incontro a degenerazione. I
meccanismi molecolari attraverso cui il gene mutato provoca questo quadro clinico e neuropatologico prevedono che la
proteina mutata acquisti un effetto nuovo, tossico per la cellula, e che contemporaneamente si perda 1'effetto protettivo
della proteina wild-type. Le ricerche effettuate hanno dimostrato che I’huntingtina normale ha azione neuroprotettiva in
cellule del cervello. E stato inoltre scoperto che 1’huntingtina wild type, ma non la mutata, stimola 1’espressione del
BDNF, una neurotrofina prodotta a livello corticale e trasportata ai neuroni dello striato, che ne necessitano per la loro
sopravvivenza. Questo effetto é dovuto alla capacita dell’huntingtina wild type, ma non della proteina mutata, di inibire
il silenziatore genico NRSE situato nel promotore del gene del BDNF e di altri geni neuronali, la cui trascrizione é
quindi aumentata.

Differenziamento neuronale

Molecole e meccanismi implicati nella conversione da cellula staminale a neurone

Uno dei temi di ricerca sviluppati € lo studio dei meccanismi che regolano la divisione e il differenziamento di cellule
staminali e progenitrici del sistema nervoso centrale. Un progetto prevede 1’analisi del ruolo delle proteine della
famiglia delle SHC, adattatori intracellulari che connettono recettori di membrana a proteine di trasduzione del segnale.
Tre membri della famiglia, ShcA, ShcB e ShcC, vengono prodotti da geni altamente omologhi, la cui espressione e
attivita variano nella conversione da cellula staminale a neurone. Abbiamo quindi ipotizzato che la variata
disponibilita’ delle proteine Shc durante lo sviluppo neuronale possa agire da regolatore della conversione da cellula
staminale a neurone. Dati recenti sostengono questa ipotesi dimostrando 1’efficacia di ShcC nel garantire un incremento
della sopravvivenza e del differenziamento neuronale delle cellule staminali. Si & anche dimostrato che questo effetto
dipende da una differente stimolazione da parte di ShcC, rispetto a ShcA, di proteine di trasduzione. Gli attuali obiettivi
sono volti alla comprensione dei meccanismi alla base dell’effetto esercitato da ShcC oltre al suo impiego al fine di una
migliore produzione di neuroni da cellule staminali.

Sviluppo di strategie per 'espansione di progenitori neurali e per il loro differenziamento

Questa linea si propone di ottenere cloni biochimicamente omogenei di cellule staminali/progenitrici del sistema
nervoso centrale adatte a scopi di trapianto intracerebrale e di ingegnerizzazione per studi sulla biologia del
differenziamento. Una strategia prevede l’immortalizzazione mediante oncoproteine condizionali sensibili alla
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temperatura (ts). Con questa strategia sono state ottenute cellule ST14A dallo striato embrionale del roditore le cui
caratteristiche sono state analizzate in una serie di studi in vitro e in vivo, dopo trapianto, rispetto al comportamento di
cellule non-immortalizate. Nonostante sia dimostrato che ’espansione forzata, anche mediante oncogeni, di singole
cellule, modifichi le caratteristiche neurochimiche e morfologiche delle cellule bersaglio, esperimenti condotti nel
corso degli anni hanno rivelato 1I’importanza dell’uso sperimentale delle cellule cosi derivate. Caratteristica di queste
cellule e’ la facilita di ingegnerizzazione e la stabilita fenotipica dei sottocloni ottenuti tale da giustificarne un impiego
per studi iniziali dell'attivita di geni esogeni o espressione di geni terapeutici. Queste cellule sono state anche utilizzate
come modello di patologia di Huntington. Allo scopo di valutare strade alternative per lo studio delle patologie
neurodegenerative e della biologia del differenziamento, sono attualmente sperimentate diverse colture cellulari e
trapianti con cellule ottenute da staminali embrionali sottoposti a protocolli ottimizzati di differenziamento.

Patologie psichiatriche, riabilitazione e longevita

Lo studio dei fattori di rischio genetico della anoressia mentale e stato rivolto principalmente all’indagine dei
polimorfismi del 5-HT2A del COMT. Questi studi sono stati condotti nell’ambito di un ampio progetto di ricerca
europeo. Lo studio delle patologie psichiatriche ha compreso anche 1’indagine biochimica post-mortem della
concentrazione del triptofano idrolisi nell’encefalo dei pazienti depressi suicidi. Lo studio della longevita ha compreso
la determinazione di profili di espressione genetica e lo studio del DNA mitocondriale, che in particolare ha mostrato
come i centenari italiani studiati appartengano a 2 aplotipi di mtDNA. Membri del centro sono stati impegnati in studi
sulla riabilitazione del paziente con ictus.
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