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Riassunto

RIASSUNTO

Le persone affette da demenza di Alzheimer (AD) nel mondo sono circa 46,8
milioni e, come conseguenza dell'invecchiamento della popolazione mondiale, é
previsto un aumento della prevalenza di questa malattia di circa quattro volte
nelle prossime decadi. I’AD é un disordine neurodegenerativo che si manifesta
con un progressivo decadimento cognitivo associato ad una perdita
dell’autonomia funzionale. L’eziopatogenesi e tutt’oggli sconosciuta, ma €
evidente un’alterazione del sistema infiammatorio e un aumento dello stress
ossidativo nei pazienti affetti dalla questa patologia.

Negli ultimi anni sono aumentati notevolmente gli studi sull’alimentazione,
considerata un “fattore di rischio modificabile” in grado di influire sullo sviluppo
delle patologie neurodegenerative. Recenti studi sulle attivita antiossidanti e
antinflammatorie della vitamina E, hanno evidenziato il potenziale ruolo
neuroprotettivo di questa vitamina nell’AD.

E stato, inoltre, dimostrato che la compromissione dello stress ossidativo e
dell'infiammazione pud comportare un accorciamento telomerico e un’alterazione
dell’attivita telomerasica, determinando un’accelerata senescenza cellulare ed e
stato osservato un ruolo della vitamina E nella protezione telomerica.

Lo scopo del nostro studio e stato quello di approfondire I’analisi della vitamina
E nell’AD, valutando I'esistenza di una relazione tra 1 livelli sierici delle 1soforme
di vitamina E e il rischio di sviluppare AD e focalizzando I’analisi sul ruolo che le
isoforme di vitamina E possono avere nella patologia, correlandole ai
meccanismi legati alla senescenza cellulare.

I nostri risultati hanno evidenziato nei pazienti AD livelli sierici di vitamina E
totale, di a-, B-, y-, O-tocoferolo e di tocoferoli totali, di &-tocotrienolo e di
tocotrienoli totali (normalizzati sui livelli di colesterolo) significativamente pitl
bassi, e indici di danno ossidativo e nitrossidativo (rapporti a-tocoferilquinone/a-
tocoferolo e 5-nitro-y-tocoferolo/y-tocoferolo, rispettivamente) significativamente
piu alti, rispetto a soggetti sani cognitivamente integri. Inoltre, bassi livelli
sierici di vitamina E e delle isoforme a- e y-tocoferolo e 6-tocotrienolo, ed elevati
valori dei rapporti a-tocoferilquinone/a-tocoferolo e 5-nitro-y-tocoferolo/y-

tocoferolo sono correlati ad un aumentato rischio di sviluppare AD.
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Riassunto

Abbiamo poi evidenziato che nei soggetti AD 1 livelli sierici di a- e y-tocoferolo
sono significativamente piu bassi nei portatori dell’allele €4 dell’apolipoproteina
E, noto fattore di rischio per lo sviluppo dell’AD. Al contrario, i rapporti a-
tocoferilquinone/a-tocoferolo e 5-nitro-y-tocoferolo/y-tocoferolo sono
significativamente piu alti nei pazienti portatori dell’e4.

Successivamente, ci siamo focalizzati sull’analisi del ruolo che le isoforme della

vitamina E possono avere sul rischio di sviluppare AD. Prendendo in
considerazione il fatto che un’accelerata senescenza cellulare & stata correlata
allo sviluppo dell’AD e che le vitamine, con la loro attivita antiossidante e
antinflammatoria, hanno un ruolo protettivo nei confronti dei telomeri, abbiamo
valutato se 1 bassi livelli di vitamina E che si osservano nei pazienti affetti da
AD potessero riflettersi in wun’alterazione della lunghezza telomerica e
dell’attivita telomerasica.
Abbiamo osservato una correlazione positiva statisticamente significativa della
lunghezza telomerica con 1 tocoferoli totali e con la vitamina E totale,
indipendentemente dalla diagnosi, dal genere, dall’eta, dall’attitudine al fumo e
dalla terapia con statine. Possiamo quindi ipotizzare che 1 bassi livelli di
vitamina E determinino un’accelerata senescenza cellulare, legata
all’accorciamento telomerico, e che questo meccanismo esiste a prescindere dalla
presenza di uno stato patologico.

In conclusione, 1 risultati del nostro studio confermano il ruolo neuroprotettivo
della famiglia della vitamina E nella neurodegenerazione e rafforzano 1'ipotesi
che ciascuna isoforma di vitamina E svolga un ruolo unico e che la sola analisi
dell'a-tocoferolo non puo fornire una valutazione accurata della vitamina E
nell'uvomo. Evidenziano, inoltre, il ruolo della vitamina E nei meccanismi legati
alla senescenza cellulare, mostrato dalla correlazione tra 1 bassi livelli di questa

vitamina e 'accorciamento telomerico.



Introduzione

INTRODUZIONE

LA DEMENZA DI ALZHEIMER

DEFINIZIONE

La demenza di Alzheimer (AD) & un disordine neurodegenerativo che si
manifesta con un progressivo decadimento cognitivo associato ad una perdita
dell’autonomia funzionale.

Fu descritta per la prima volta da Alois Alzheimer nel 1907 su una paziente di
51 anni, affetta da demenza progressiva, caratterizzata sul piano
neuropatologico da peculiari alterazioni cerebrali, e fu considerata per lungo
tempo una rara demenza presenile; solo negli anni '70 una serie di studi
dimostrarono che la demenza presenile di Alzheimer e la demenza senile
avevano la stessa sintomatologia e il medesimo substrato patologico, per cui
attualmente si ritiene che esista un’unica entita nosologica, denominata
“demenza di Alzheimer”, diagnosi possibile solo quando al quadro clinico
caratteristico si aggiunge la conferma istopatologica [1].

I’AD viene tradizionalmente classificata sulla base dell'eta di esordio in "early
onset AD" (EOAD), che interessa soggetti al di sotto dei 65 anni e costituisce il 5-
10% di tutti i casi, e "late onset AD" (LOAD), che si manifesta oltre i 65 anni ed &
la forma piu frequente.

Inoltre, nell'ambito delle EOAD e LOAD, si riconoscono tre diverse varianti: I'AD
autosomica dominante, familiare e sporadica.

I’AD autosomica dominante colpisce almeno tre individui di una stessa famiglia
in due o piu generazioni, con due dei soggetti malati parenti di primo grado del
terzo; questa forma, che rappresenta meno del 5% dei casi di AD, & quasi sempre
ad esordio precoce. Inoltre, in piu del 50% dei casi sono presenti difetti genetici,
mutazione della presenilina 1 e 2 e dell'Amyloid Precursor Protein (APP).

La variante di AD familiare colpisce piu di un individuo di una stessa famiglia e
almeno due dei soggetti malati sono parenti al massimo di terzo grado; essa

rappresenta il 15-25% dei casi di AD. Nella meta dei casi, si manifesta come
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LOAD, nell'altra meta come EOAD.

La variante di AD sporadica e caratterizzata dalla presenza di un caso isolato
all'interno di una famiglia o di casi separati da piu di tre gradi di parentela;
rappresenta il 75% dei casi di AD e nella maggior parte dei casi € ad esordio

tardivo [2].

EPIDEMIOLOGIA

IAD e la piu frequente causa di demenza oltre 1 65 anni e si ritiene che
rappresenti il 60% circa di tutti i casi di demenza.

La prevalenza della demenza nei paesi industrializzati € circa dell’8% negli
ultrasessantacinquenni e sale ad oltre 11 20% dopo gli ottanta anni. Si calcola che
attualmente circa 600 mila persone in Italia sono affette da AD, pari al 4% della
popolazione over 65 (www.censis.it).

In accordo con i1l World Alzheimer Report 2016 le persone affette da AD nel
mondo sono circa 46,8 milioni [3].

Come conseguenza dell'invecchiamento della popolazione mondiale, € previsto
un aumento della prevalenza di questa malattia di circa quattro volte nelle
prossime decadi. Recenti stime prevedono che piu di 74 milioni di individui
saranno affetti da questo tipo di demenza entro il 2030 e 131 milioni nel 2050
[3]. Pertanto 'AD & destinata a diventare una tra le pitl importanti emergenze
sociosanitarie mondiali, con un aumento vertiginoso a livello mondiale dei costi
della demenza.

Le donne presentano un rischio di sviluppare AD quasi doppio rispetto agli
uomini e la prevalenza della malattia € nettamente maggiore, specie nelle fasce
di eta piu avanzata. Anche se la maggior mortalita maschile puo spiegare in
parte queste differenze, & chiaro che altri fattori entrano in gioco [4]. Infatti, le
femmine vivono significativamente pitt a lungo rispetto ai maschi [5]. Nelle
donne, il vantaggio di sopravvivenza si associa pero ad una peggiore qualita
della vita 1n eta avanzata, caratterizzata da un aumento della disabilita e della
prevalenza di malattie degenerative [6]. Pertanto gli uomini e le donne vanno

incontro ad un processo di invecchiamento qualitativamente diverso [7].
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QUADRO CLINICO

IAD e una malattia neurodegenerativa primitiva, irreversibile e progressiva,
caratterizzata dalla perdita di piu funzioni cognitive di entita tale da interferire
con le usuali attivita sociali del paziente. Oltre ai sintomi cognitivi sono
presenti, soprattutto nelle fasi moderato-avanzate di malattia, alterazioni che
riguardano la sfera della personalita, I'affettivita, I'ideazione, la percezione, le

funzioni vegetative e il comportamento [1].

ALTERAZIONI ANATOMO-PATOLOGICHE

Nell’AD le prime alterazioni a carico della corteccia cerebrale si riscontrano
soprattutto nella regione entorinale, localizzata nelle porzioni anteriori del giro
ippocampale del lobo temporale [8]; queste modificazioni interessano
successivamente altre aree della corteccia cerebrale e specifici gruppi di nuclei
sottocorticali. All'esame macroscopico, l'encefalo di un paziente affetto da AD
mostra un grado variabile di atrofia corticale, riscontrabile in sede autoptica sia
con la diminuzione del peso e del volume dell'organo, che con l'assottigliamento
degli strati neocorticali e delle circonvoluzioni, che coinvolge regioni implicate
nei processi di memoria e apprendimento, come la corteccia temporale, parietale,
frontale, 'ippocampo e 'amigdala [9].

L'atrofia ¢ dovuta prevalentemente alla degenerazione neuronale; a questa si
accompagna un ingrandimento ventricolare compensatorio, secondario alla
perdita di parenchima. In realta, tutte le alterazioni macroscopiche riscontrate
in pazienti AD si ritrovano anche in soggetti sani anziani e sono espressione
dell'invecchiamento cerebrale fisiologico. L'AD e tuttavia caratterizzata da una
loro maggiore quantita e dalla loro peculiare distribuzione.

A livello 1stologico, ci € l'accumulo di due diverse proteine: la proteina Bamiloide
(AB), che si deposita a livello extracellulare, e la proteina Tau fosforilata (pTauw)
che costituisce ammassi neurofibrillari intracellulari. IAB si organizza in
diverse forme, le placche senili, le placche diffuse e la cosiddetta angiopatia
amiloidea.

Le placche senili sono costituite da una parte centrale compatta di fibrille

insolubili della proteina AB, circondata da un agglomerato flogistico con neuriti
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in degenerazione, astrociti reattivi e microglia attivata, monociti o macrofagi
attivati derivati dal sistema reticolo-endoteliale residente nel sistema nervoso
centrale (SNC); esse si trovano soprattutto a livello dell'ippocampo e strutture
limbiche, dell'amigdala, del subiculum e della corteccia entorinale. Le placche
diffuse sono composte invece da materiale scarsamente strutturato e mancano
della componente neuritica. L'angiopatia amiloidea € causata dal deposito di AB
a livello delle pareti delle arterie cerebrali e meningee.

I grovigli neurofibrillari sono costituiti da fasci compatti di filamenti anomali
costituiti principalmente dalla proteina Tau; essi interessano principalmente il
soma, ma possono estendersi anche a1 dendriti. I tang/es si trovano soprattutto a
livello dei neuroni piramidali di medie dimensioni della corteccia entorinale,
della corteccia limbica, dell'ippocampo, dell'amigdala, degli strati neocorticali dei

lobi frontali e temporali e dei sistemi colinergici dei nuclei della base.

EZIOPATOGENESI

L'eziopatogenesi dell’AD é tuttora sconosciuta, nonostante gli sforzi attuati dalla

comunita scientifica negli ultimi decenni.

IPOTESI AMILOIDEA

La teoria piu accreditata e quella amiloidea, supportata dall’osservazione in sede
autoptica di placche contenenti tale molecola a livello cerebrale di pazienti con
AD.

Le placche senili cerebrali sono costituite da AB, che deriva dall'APP per mezzo
di un processo proteolitico [10]. L'APP & una proteina integrale transmembrana
presente in numerose isoforme, tutte codificate da un singolo gene localizzato sul
cromosoma 21. L'APP e espressa nel SNC, ma e anche ubiquitariamente
espressa in diverse varianti nei tessuti periferici, come le cellule muscolari,
epiteliali e le cellule circolanti [11]. Ha funzioni di adesione alla matrice
extracellulare, recettoriali e di modulazione dell'espressione genica. Inoltre, le
molecole di APP secrete partecipano alla formazione delle sinapsi e giocano

probabilmente un ruolo nell'integrita del processo mnemonico.
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Questa proteina possiede una porzione N-terminale che si affaccia nello spazio
extra-cellulare e wuna porzione C-terminale che costituisce i1l dominio
intracitoplasmatico della proteina. Essa presenta in prossimita dell'estremita C-
terminale una sequenza amminoacidica denominata AB, a livello della quale
agiscono 1 tre principali enzimi coinvolti nel metabolismo dell' APP: a-secretasi,
B-secretasi e y-secretasi. In relazione all'attivita di questi enzimi, I'APP puo
seguire due diverse vie di processazione.

La via non amiloidogenica prevede la processazione da parte dell'a-secretasi, che
cliva I'APP all'altezza del residuo 16 della sequenza AB e da origine a un
frammento solubile N-terminale di 83 amminoacidi, chiamato sAPPa, che viene
rilasciato in circolo, e ad un altro frammento di 83 amminoacidi, a livello
dell'estremita C-terminale, che rimane attaccato alla membrana cellulare dove,
1n seguito, andra incontro a clivaggio da parte della y-secretasi.

La via amiloidogenica prevede 1'azione della B-secretasi e successivamente un
secondo taglio da parte della y-secretasi, con rilascio del peptide AB. La B-
secretasi effettua il clivaggio a livello dell'estremita N-terminale della sequenza
AB, rilasciando nello spazio extracellulare un frammento solubile, detto sAPPB, e
lasciando attaccato alla membrana cellulare un frammento C-terminale di 99
amminoacidi, che viene quindi clivato dalla y-secretasi a livello del residuo 40 o
42 [12]. Pertanto, quest'azione combinata della B- e y-secretasi determina il
rilascio di frammenti amiloidogenici AB di 40 e 42 amminoacidi nello spazio
extracellulare, dove essi si possono accumulare; 1'AB40 rappresenta la forma
maggiormente prodotta, mentre 1'AB42 ¢ la principale componente delle placche
senili essendo dotata di un elevato potenziale fibrillogenico e neurotossico [13]. I
frammenti di AB40 e AB42 si aggregano spontaneamente a formare una
struttura a foglietti B tossica per 1 neuroni e per le sinapsi, sia nella sua forma
precoce, monomerica, dimerica o oligomerica, sia come deposito in aggregati, le
placche senili. Si ritiene che gli effetti tossici della AB possano causare lo
sviluppo della demenza [14].

Nel soggetto sano le due vie di processazione dell'APP sono in equilibrio tra loro,
mentre si ritiene che nell'individuo con malattia di Alzheimer si crei una

condizione di disequilibrio, con prevalenza della via amiloidogenica rispetto alla
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via non amiloidogenica. Cio determina una maggior produzione di AB40 e AB42 e
una conseguente sovrasaturazione delle strutture addette allo smaltimento della
stessa, che sono gia compromesse a causa dell'invecchiamento.

Tre osservazioni non supporterebbero l'ipotesi amiloidea. La prima e di carattere
funzionale: I'AB € normalmente presente a livello cerebrale e la concentrazione di
AB solubile ¢ maggiore nel cervello dei giovani che degli anziani non dementi
[15] e un possibile ruolo dell'AB potrebbe essere quello di modulare la
neuroplasticita [16, 17]. La seconda osservazione riguarda il fatto che il 20-30%
dei soggetti sani dal punto di vista cognitivo presentano un significativo numero
di placche di amiloide riscontrate pre o post-mortem [18, 19]. Quindi, la loro
presenza non puo giustificare da sola l'insorgenza dell’AD, facendo supporre che
la deposizione delle placche sia in realta un fenomeno parafisiologico e che
discriminante per l'insorgenza dell'AD possa essere la sede in cui esse si
depositano, nonché l'interazione con altri cofattori, altrettanto importanti per lo
sviluppo della malattia. Inoltre, va precisato che I'ilmmunoterapia puo rimuovere
le placche di AB, ma non incide sulla progressione della demenza [20, 21]. La
terza osservazione sottolinea come gli individui con mutazioni completamente
penetranti sia di APP che della y-secretasi non sviluppano la demenza fino a 30-
40 anni di eta, suggerendo quindi che l'effetto tossico sia da ricondurre
all’accumulo e deposizione dell’amiloide a livello cerebrale, accompagnato da
altri fattori [22].

Dopo decenni di ricerche, anche se la maggior parte dei dati supporta ancora un
ruolo del’AB come principale iniziatore della complessa cascata patogena
nell'AD, sempre piu evidenze indicano che AB agisce da trigger nel processo
precoce della malattia e sembra essere necessario ma non sufficiente nella fase

tardiva della AD [23].

IPOTESI della PROTEINA TAU

I grovigli neurofibrillari, contenenti proteina pTau, costituiscono, insieme alle
placche senili, un riscontro anatomo-patologico tipico nei pazienti con AD e
rendono pertanto altamente probabile il coinvolgimento di questa proteina

nell'eziopatogenesi della malattia.
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La proteina Tau ¢ la principale proteina neuronale associata ai microtubuli, la
cul funzione € quella di assemblare la tubulina in microtubuli nella struttura
portante del citoscheletro. E' codificata da un gene presente sul cromosoma 17 ed
€ espressa in 6 diverse isoforme generate da un meccanismo di splicing
alternativo del suo mRNA. La disfunzione della proteina Tau nell’AD e dovuta
alla sua iperfosforilazione, mediata dall'attivazione di una serie di protein-
chinasi [24]. Questa anomalia ha due importanti ripercussioni: da un lato, la
pTau sequestra quella normale e le altre proteine associate ai microtubuli,
causando disassemblaggio dei microtubuli e alterazioni nel trasporto assonale e
della plasticita neuronale, dall'altro essa € incline all'aggregazione con la
formazione dei grovigli neurofibrillari, che compromettono il neurone e la
funzione sinaptica [3].

I grovigli neurofibrillari non sono, pero, specifici per ’AD, essendo stati osservati
in molte altre patologie neurodegenerative, al punto che e stato coniato il

termine generico di "Taupatie".

IPOTESI INFIAMMATORIA

La reazione inflammatoria che caratterizza la maggior parte dei disordini
neurodegenerativi  viene chiamata “neuroinfiammazione” e coinvolge
prevalentemente componenti dell'immunita innata. La microglia attivata e gh
astrociti sono le principali cellule che prendono parte a questa risposta nell’AD.
Nell’AD s1 osserva un’attivazione cronica della risposta immunitaria, la quale
probabilmente svolge un ruolo dannoso e contribuisce alla progressione della
malattia. D’altra parte, il coinvolgimento del sistema immunitario potrebbe
giocare un ruolo positivo in acuto, per esempio attraverso processi di fagocitosi e
produzione di fattori trofici e di riparazione, contribuendo a limitare la
progressione della malattia stessa.

L/attivazione della microglia nel cervello di pazienti AD e stata dimostrata con
studi effettuati con la Positron Emission Tomography (PET) [25]. La presenza
delle placche di AB potrebbe mantenere la microglia costantemente attivata,
conducendo ad una condizione di infiammazione cronica a livello del SNC; vari

studi effettuati su colture di cellule gliali e su macrofagi hanno mostrato che 'AB
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stimola la sintesi ed il rilascio di citochine pro-inflammatorie [26] e
un'iperespressione delle stesse citochine € stata osservata nel cervello di pazienti
con AD [27, 28]. E stato dimostrato che i polimorfismi presenti nei geni di alcune
citochine (IL-1, IL-6, TNF-a) e di proteine di fase acuta (al-antichimotripsina)
sono associati ad un aumentato rischio di AD [29]. Inoltre, recenti studi genetici
e del trascriptoma hanno supportato 'ipotesi del coinvolgimento dei pathway
dalla microglia nella patogenesi dell’AD [30-32] e numerose evidenze hanno
dimostrato che la microglia gioca un ruolo centrale fin dai primi stadi della
patologia. La microglia, attivata dal recettore trigger espresso sulle cellule
mieloidi di tipo II (TREM2) e dal sistema del complemento, & responsabile
dell’alterazione sinaptica riscontrata negli AD [33, 34]. Inoltre, nei pazienti
affetti da AD e nei pazienti nelle fasi precliniche della patologia & stata
dimostrata un’alterazione, sia a livello centrale che periferico, dell’espressione di
TREM2, che ha un ruolo peculiare nell’attivazione della microglia [35]. La
dimostrazione di un’attivazione di processi inflammatori negli stadi precoci di
malattia supporterebbe l'ipotesi dell'inflammazione come ‘primum movens’,
sebbene lI'inflammazione potrebbe svolgere un ruolo chiave nell’eziopatogenesi
della malattia anche se intervenisse piu tardivamente.

Le placche di AB inducono anche la proliferazione degli astrociti, cellule gliali, 1
quali parteciperebbero alla clearance e degradazione di AB formando una
barriera protettiva tra 1 depositi di AB e 1 neuroni.

I neuroni stessi, reagendo agli stimoli tossici, potrebbero direttamente
contribuire al mantenimento della risposta inflammatoria: tradizionalmente
creduti bersagli passivi dell'inflammazione, evidenze suggeriscono che essi stessi
sono fonte di fattori del complemento, di prostanoidi e di diverse citochine. Molti
di questi fattori possono promuovere meccanismi neurodegenerativi, mentre
altri possono contrastare la propagazione della flogosi o avere effetti neurotropi
benefici.

La “neuroinfiammazione” potrebbe essere, quindi, la causa primaria dell’AD

oppure essere una conseguenza della stessa.
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IPOTESI dello STRESS OSSIDATIVO

Lo stress ossidativo ¢ il risultato di una disregolazione tra la quantita di radicali
liberi e non liberi prodotti. Questo puo essere attribuito alla perdita di omeostasi
causata dalla sovrapproduzione mitocondriale di ossidanti rispetto alla
produzione di antiossidanti [36]. Il cervello utilizza pil ossigeno di altri tessuti,
il che aumenta il potenziale di esposizione ai Reactive Oxygen Species (ROS). I
ROS, cosi come Reactive Nitrogen Species (RNS), sono prodotti in condizioni
fisiologiche dai mitocondri, agiscono sul secondi messaggeri e pOSSONo
influenzare le vie di segnale [37]. Allo stesso modo, i mitocondri sono in grado di
produrre antiossidanti che neutralizzano gli effetti nocivi delle specie reattive
dell’'ossigeno, per mantenere l'equilibrio tra produzione e disintossicazione di
ROS.

Lo sviluppo di stress ossidativo nel’AD ¢ stato correlato ad una disfunzione
mitocondriale, che porta alla sovrapproduzione di ROS e RNS e che comporta un
danno sinaptico. Diversi autori hanno osservato una diminuzione dell’attivita
mitocondriale nei topi transgenici per ’AD e una disfunzione mitocondriale che
potrebbe indurre un aumento della produzione di AB [38-40]. Gli autori hanno
suggerito che il progressivo aumento della produzione di ossidanti correlato ad
una diminuzione di componenti antiossidanti potrebbe causare la perdita
dell'omeostasi cerebrale che si osserva nei pazienti AD. Anche se il ruolo dello
stress ossidativo nelle malattie neurodegenerative non e del tutto chiaro, € stata
osservata un’aumentata ossidazione e nitrazione delle proteine, glicosilazione e
perossidazione lipidica e si € visto che l'accumulo di AB puo indurre stress
ossidativo [41-43]. Inoltre, si verifica un modesto livello di danno ossidativo
allRNA nei neuroni di pazienti nello stadio precoce del declino cognitivo [44] e
studi hanno dimostrato alterazioni nei marcatori ossidativi nell’ippocampo e

nella corteccia parietale inferiore, regioni principalmente compromesse nell’AD

[45].
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IPOTESI dell'IPOMETABOLISMO del GLUCOSIO

L’ipometabolismo del glucosio ¢ un evento patogenetico precoce osservato nella
fase prodromica dell'AD e associato al declino cognitivo e funzionale dei pazienti
affetti dalla patologia [46, 47]. Alla base dell’AD potrebbe esserci una
diminuzione dell'attivita sinaptico/metabolica cerebrale. II glucosio e
fondamentale per il rilascio e il re-uptake di neurotrasmettitori, per 'attivita nel
terminale post-sinaptico, per la depolarizzazione e la ripolarizzazione degli
assoni. Alcuni dati indicano che l'attivita sinaptica e il metabolismo cerebrale
sembrano regolare l'attivita e l'espressione delle B-secretasi e delle proteine
derivate da APP, che aumentano in risposta a una diminuzione dell'attivita
metabolica. Un’attivita metabolica cerebrale diminuita si € dimostrato essere
associata all’AD [48].

Questa interpretazione permetterebbe di riunire i diversi fattori di rischio per la
demenza in un'unica ipotesi e indirizzerebbe la ricerca sull'identificazione dei
fattori che determinano una diminuzione dell'attivita metabolica cerebrale, al

fine di mantenerla adeguata e prevenire l'insorgenza della malattia [14].

IPOTESI del MICROBIOTA INTESTINALE

L'AD e convenzionalmente considerata un disturbo del SNC. Tuttavia, crescenti
evidenze sperimentali, epidemiologiche e cliniche hanno suggerito che le
manifestazioni del’AD si1 possono estendere oltre il cervello. In particolare, la
ricerca degli ultimi anni rivela che i1l microbiota intestinale ha un profondo
1mpatto sulla formazione della barriera emato-encefalica, sulla mielinizzazione,
sulla neurogenesi e sulla maturazione della microglia [49-51]. In particolare, test
su animali esposti a infezioni microbiche patogene, antibiotici, probiotici o
trapianto di microbiota fecale hanno mostrato che il microbiota intestinale
modula molti aspetti comportamentali degli animali, suggerendo un suo ruolo
nella cognizione e nella patogenesi del’AD [52-54]. I meccanismi sottostanti
all'influenza del microbiota intestinale a livello cerebrale potrebbero coinvolgere
1l sistema immunitario, il sistema endocrino, il nervo vago e 1 metaboliti derivati

dai batteri.
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FATTORI di RISCHIO

I numerosi fattori di rischio fino ad oggi identificati suggeriscono che ’AD sia a

eziologia multifattoriale. I piu rilevanti risultano essere:

eta avanzata: l'eta e il fattore di rischio piu rilevante per le demenze. E’
da sottolineare tuttavia che, in assenza di conferme biologiche, la diagnosi
di demenza dipende da test cognitivi e di comportamento 1 cui errori
standard aumentano marcatamente con l'eta;

fattori genetici: nelle forme familiari a esordio precoce sono coinvolte
mutazioni a carico di presenilina 2, presenilina 1 e APP. Per quanto
riguarda le forme a esordio tardivo la presenza del genotipo e4
dell’apolipoproteina E (apoE) determinerebbe un aumento del rischio di
circa tre volte per 1 portatori del genotipo £3/e4 fino al4 volte per i
portatori del genotipo e4/e4 [55].

basso livello d’istruzione: Katzmann [56] gia nel 1993 ha proposto I'ipotesi
secondo cul un'elevata scolarita potrebbe posticipare la manifestazione
clinica dei sintomi della demenza, aumentando il numero di sinapsi nella
neocorteccia (ipotesi di riserva cerebrale). Stern et al. [57] ipotizzarono in
seguito che un alto livello di istruzione consentiva ai pazienti di
mascherare piu a lungo i sintomi della malattia (ipotesi riserva cognitiva).
Altri autori [58] hanno suggerito poi che gli individui con pil alto livello
d’istruzione, e con un conseguente livello socio-economico piu elevato,
conducono stili di vita piu sani accumulando quindi un minor numero di
lesioni cerebrali (ipotesi brain battering);

malattie cerebrovascolari: sono diversi 1 meccanismi attraverso 1 quali
un’ischemia cerebrale puo portare ad un decadimento cognitivo e all’AD.
L’ischemia puo direttamente colpire le regioni cerebrali implicate nella
memoria, determinare un aumento della deposizione di AB ed indurre una
risposta infiammatoria che danneggia le funzioni cognitive [59].

pressione sanguigna: [lipertensione determina wuna diminuzione
dell'integrita vascolare della barriera ematoencefalica che porta ad uno
stravaso di proteine nel tessuto cerebrale [60]. Questo pud comportare

danno cellulare, riduzione della funzione sinaptica, apoptosi e aumento
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dell'accumulo di AB [61]. In soggetti di eta pid avanzata leffetto
dell'ipertensione sullo sviluppo del’AD diminuisce ed alcuni studi
mostrano che la pressione alta potrebbe essere considerata un fattore
protettivo [59].

diabete: numerosi studi hanno dimostrato che persone affette da diabete
di tipo 2 hanno un rischio quasi doppio di sviluppare 'AD [62, 63]. Sono
statl proposti diversi meccanismi per spiegare il perché il diabete possa
influenzare lo sviluppo dell’AD: I'insulina potrebbe competere con I’AB nel
riconoscimento da parte dell’enzima predisposto alla degradazione dell’AB,
ostacolandone la clearance dall’encefalo [64]; inoltre il tessuto adiposo
produce adipochine e citochine e in persone affette da iperinsulinemia e
Iinsulino resistenza si osserva un aumento dei livelli di adipochine e
citochine [65] che contribuiscono allo sviluppo dell’AD.

peso corporeo: € stato osservato che sia un basso che un alto indice di
massa corpora (BMI) sono da considerarsi un fattore di rischio per lo
sviluppo di decadimento cognitivo e AD [66-68].

sindrome metabolica: e stata dimostrata una correlazione positiva tra
sindrome metabolica e disfunzione cognitiva [69-71].

fumo: e stato dimostrato che una riduzione dell'incidenza di fumatori
potrebbe ridurre la prevalenza futura di AD [72].

alcolismo: 'alcol induce danno neuronale. L’abuso di alcol € associato ad

un aumentato rischio di sviluppare AD [73].

Listruzione, 'ipertensione, il diabete, la dieta, il livello di attivita fisica, il fumo

e 1l livello di consumo di alcool sono considerati fattori di rischio modificabili per

I'AD [74-77].

FATTORI PROTETTIVI

dieta: la dieta mediterranea riduce il rischio di sviluppare AD [78] e
questi effetti sono indipendenti dal livello di attivita fisica [79]. Ad oggi
esistono dati contrastanti sul rapporto tra decadimento cognitivo e una
dieta ricca di antiossidanti e acidi grassi insaturi: alcuni studi hanno

evidenziato nelle persone che rispettano questa dieta un diminuito rischio
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di sviluppare AD [80-82], decadimento cognitivo lieve (MCI) [83] e
decadimento cognitivo eta-correlato [84]. Studi hanno dimostrato che un
alto apporto di vitamine E e C riduce il rischio di sviluppare decadimento
cognitivo e AD [85-87]. Altri studi, invece, non trovano questa
associazione [88].

- attivita fisica: l'esercizio fisico puo promuovere la salute cerebrale,
aumentando il flusso di sangue al cervello, il metabolismo di glucosio e di
ossigeno [89] e attivando i fattori di crescita che promuovono i
cambiamenti strutturali cerebrali [90]. Studi hanno evidenziato che
Iesercizio fisico riduce il rischio di sviluppare AD, e rallenta il decorso

della malattia [91].

CRITERI DIAGNOSTICI

La diagnosi di demenza e posta in base ai criteri clinici del Diagnostic and
Statitical Manual o Mental Disorders (DSM IV TR) redatto dall’American
Psychiatric Association (APA) [92].

La differenziazione delle diverse tipologie di demenza ¢ affidata ai criteri
introdotti nel 1984 dal National Institute of Neurological and Communicative
Disorders and Stroke e dall'Alzheimer's Disease and Related Disorders
Association (criteri NINCDS-ADRDA) [93]. Secondo questi criteri, la diagnosi
clinica di AD viene definita probabile in presenza di decadimento cognitivo
confermato dai test neuropsicologici. La diagnosi di certezza € possibile solo
attraverso 'esame istopatologico cerebrale.

Dagli anni 80 ad oggi sono stati introdotti nuovi criteri diagnostici per altre
forme di demenza prima misconosciute; inoltre, la ricerca ha reso disponibili
marcatori biologici sierici e liquorali, indagini genetiche approfondite e avanzate
tecniche di neuroimaging. Nel 2007 [94] e nel 2010 [95] Dubois et al. hanno
proposto una revisione dei criteri NINCDS-ADRDA, suggerendo un'integrazione
delle caratteristiche cliniche della malattia, con i parametri biologici (mutazioni
dell'APP, della presenilina 1 e 2, presenza dell’allele €4 dell’apoE) e liquorali
(livelli di AB e pTau) e con dati di neuroimaging strutturale (atrofia delle

strutture del lobo temporale mesiale rilevate con tecniche di RMN) e funzionale
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(alterazioni del metabolismo cerebrale rilevato con PET). L’insieme di questi
fattori aumenterebbe la specificita e la sensibilita dei criteri diagnostici del’AD
e permetterebbe di individuare 1 soggetti affetti da tale patologia gia agli stadi
piu precoci di malattia.

Appare pertanto evidente come, nella pratica clinica, la diagnosi di AD necessiti
dell'integrazione di varie informazioni al fine di raggiungere la migliore
accuratezza possibile. Fondamentali nel processo diagnostico risultano essere
I'anamnesi che, accompagnata da un accurato esame obiettivo neurologico, deve
indagare 1 fattori di rischio, la modalita di insorgenza dei sintomi, le aree
cognitive interessate, la presenza o meno di cerebrovasculopatia. E importante
la valutazione dello stato mentale, attraverso la somministrazione di test
cognitivi, quali il Mini Mental State Examination (MMSE) [96] e test
neuropsicologici, come la valutazione dell'autonomia funzionale del soggetto,
attraverso 1'utilizzo di scale che valutano le attivita di base e strumentali del
vivere quotidiano, quali ADL (Activities of Daily Living, indice di Katz) [97] e
TIADL (Unstrumental Activities of Daily Living, indice di Lawton) [98]. Infine un
quadro clinico completo necessita dell’esecuzione di analisi di laboratorio, volte a
escludere demenze da encefalopatia tossica e da farmaci, da malattie cerebrali, a

genesi endocrina, metabolica, inflammatoria, carenziale.
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LE VITAMINE

Le vitamine, “amine della vita”, sono un composto organico e un nutriente
essenziale che il nostro organismo non € in grado di sintetizzare in quantita
sufficiente e pertanto devono essere assunte mediante la dieta.

Le vitamine possiedono diverse funzioni biochimiche e costituiscono un gruppo
molecolare chimicamente eterogeneo. Sono classificate per la loro attivita
biologica e chimica, ma non per la loro struttura. Per ogni vitamina ci si riferisce
a una serie di vitameri, composti chimici che, sebbene strutturalmente diversi
tra di loro, presentano la stessa attivita vitamerica. Attualmente tredici
vitamine sono universalmente riconosciute e raggruppate sotto seil
denominazioni: vitamina A, B, C, D, E e K. Le vitamine si distinguono in
idrosolubili (vitamina B e C) e liposolubili (vitamina A, D, K e E) a seconda della
loro composizione e proprieta.

Le principali attivita delle vitamine sono: coenzimatica, agendo come precursori
dei cofattori enzimatici o direttamente come coenzimi implicati nel trasferimento
di protoni e di elettroni; antiossidante, bloccando 1 radicali liberi e intervenendo
cosli nella stabilizzazione delle membrane cellulari; ormonale, regolando il
metabolismo minerale, della crescita tissutale e della differenziazione cellulare.
La vitamina A presenta funzioni biologiche che riguardano soprattutto la visita,
la maturazione embrionale e la differenziazione cellulare, che svolge
controllando I'espressione di svariati geni in seguito al legame con recettori
nucleari ormonali.

Le vitamine B e K hanno principalmente una funzione coenzimatica.

Le vitamine C ed E hanno una peculiare attivita antiossidante.

La vitamina D, tramite il legame con recettori nucleari specifici, svolge un ruolo
essenziale nella regolazione del metabolismo del calcio, € implicata nella
differenziazione cellulare ed esplica un’azione antiproliferativa in diversi tessuti.
Negli ultimi decenni stanno acquisendo sempre piu importanza gli studi
sull’alimentazione. Sono stati osservati differenti livelli sierici delle vitamine
legati all’eta, al genere, ai diversi stili di vita e influenzati dall'insorgenza di
patologie. E emerso il coinvolgimento delle vitamine nei meccanismi fisiologici e

patologici a livello cerebrale e numerosi studi hanno dimostrato una correlazione

20


https://it.wikipedia.org/wiki/Vitameri
https://it.wikipedia.org/wiki/Differenziazione_cellulare

Introduzione

tra le vitamine e lo sviluppo di malattie neurodegenerative, in particolare
dell’AD.

La vitamina A ¢ coinvolta in importanti processi nel SNC, come Ila
differenziazione neuronale e il rilascio di neurotrasmettitori. Numerosi studi
hanno evidenziato piu bassi livelli sierici e plasmatici di vitamina A in pazienti
affetti da AD [99, 100] ed & stato dimostrato come laumento dei livelli
plasmatici di provitamina A € associato ad un miglioramento delle performance
cognitive in pazienti anziani [101].

L’effetto della vitamina A sull’AD potrebbe essere parzialmente spiegato da una
possibile regolazione trascrizionale dei geni rilevanti per l'eziopatogenesi
dell’AD, come I’APP, le preseniline e le secretasi [102-104]. Inoltre, la vitamina A
sembra avere un effetto negativo sull’oligomerizzazione dell’AB e sulla stabilita
delle fibrille di AB [105, 106].

La vitamina D ha un’attivita neuroprotettiva. Studi riportano bassi livelli di
vitamina D in plasma e siero di soggetti affetti da demenza e AD [107-109].
Inoltre, bassi livelli di vitamina D sono associati ad un aumentato rischio di
declino cognitivo e di AD [110, 111], mentre elevati livelli sierici e plasmatici
sono legati ad un aumento delle funzioni cognitive e del volume cerebrale nelle
aree tipicamente affette da AD [112]. E stato inoltre osservato che polimorfismi
del recettore della vitamina D sono associati ad un aumentato rischio di
sviluppare 'AD [113, 114]. La vitamina D ha effetto su meccanismi legati
all’eziopatogenesi del’AD, sulla produzione, clearance, fagocitosi e degradazione
enzimatica dell’AB e sulla fosforilazione della proteina Tau [115].

Anche la vitamina K e stata osservata in concentrazione minore nei pazienti
affetti da AD rispetto a soggetti sani [116, 117] ed é stata dimostrata una
correlazione positiva tra 1 livelli sierici di vitamina K e le funzioni cognitive
[117]. La vitamina K ha un’attivita di inibizione dell’aggregazione di AB e di
protezione neuronale della tossicita indotta da AB, che potrebbero dare a questa
vitamina un ruolo anti-amiloidogenico [118].

Negli ultimi anni numerosi studi hanno focalizzato I'attenzione sulle proprieta
antiossidanti della vitamina E e sulla sua potenzialita di prevenire il declino

cognitivo dei pazienti AD.
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VITAMINA E

Nel 1922, Evand e Bishop [119] hanno descritto per la prima volta la “sostanza
X”, che venne successivamente denominata vitamina E.

Dalla sua scoperta, la vitamina E é stata ampiamente studiata per migliorare la
comprensione del suo ruolo in diverse condizioni fisiopatologiche [120-122].

Con il termine vitamina E ci si riferisce ad una famiglia che comprende
tocoferoli, a catena laterale isoprenoide satura, e tocotrienoli, a catena laterale
1soprenoide insatura. Si osservano otto isoforme chimicamente distinte: a-, B-, y-
e 6-tocoferolo e a-, B-, y- e 6-tocotrienolo che differiscono in base alla sostituzione
metilica ed idrossilica sull’anello aromatico.

Alimenti ricchi in vitamina E sono frutta e verdura, noci e semi. Fonti
alimentari ricche di a-tocoferolo sono mandorle, avocado, nocciole, arachidi e
semi di girasole; di B-tocoferolo sono origano e semi di papavero; di y-tocoferolo
sono noci, pistacchi, semi di sesamo; di &-tocoferolo sono fagioli di soia e lamponi.
I tocotrienoli prevalgono nella crusca di riso, nell'orzo, nell'avena e nell’olio di
palma. Altre fonti di tocotrienoli sono 1'uva, I'olio di semi, ’avena, le nocciole, il
mais, l'olio d'oliva, la segale, 1'olio di semi di lino, 1'olio di semi di papavero e
I'olio di semi di girasole.

La vitamina E introdotta con gli alimenti e idrolizzata da enzimi pancreatici e
assorbita nella parte mediana dell'intestino tenue sotto forma di micelle miste
insieme agli acidi biliari e a1 prodotti dell'idrolisi lipidica, attraverso un processo
di diffusione. Viene in seguito incorporata nei chilomicroni e raggiunge la
circolazione tramite le vie linfatiche. Nel flusso ematico la vitamina E e legata
prevalentemente alle High Density Lipoprotein (HDL), Low Density Lipoprotein
(LDL) e Very Low Density Lipoprotein (VLDL). Esiste una differenza
determinata dal sesso: nella donna la maggior parte e legata alle HDL mentre
nell'uomo alle LDL. La vitamina E viene scambiata tra le diverse lipoproteine,
ma € anche ceduta agli eritrociti ed ai tessuti tramite l'azione delle lipasi. A
differenza dei tocoferoli che sono distribuiti in modo uniforme in tutte le

lipoproteine, i tocotrienoli sono prevalentemente legati alle HDL [123].
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RUOLO BIOLOGICO della VITAMINA E

I ruolo biologico della vitamina E non € ancora del tutto stato chiarito
nonostante 'imponente mole di studi scientifici condotti in questo campo negli
ultimi decenni.

La vitamina E € considerata uno dei piu potenti antiossidanti in natura.
Tocoferoli e tocotrienoli sono antiossidanti lipofili che hanno un effetto protettivo
sullo stress ossidativo, definito come uno sbilanciamento tra la produzione delle
specie reattive dell’ossigeno e le difese antiossidanti che causa danno a DNA,
proteine e lipidi. Le proprieta antiossidanti della vitamina E sono associate alla
presenza del gruppo ossidrile nell'anello aromatico che dona idrogeno ai radicali
liberi. Neutralizzando 1 radicali liberi, la vitamina E ha un ruolo importante
nella prevenzione dell'ossidazione degli acidi grassi polinsaturi, evento chiave
del processo di perossidazione lipidica e causa dell’alterazione delle membrane
cellulari. I’attivita antiossidante delle isoforme a-, B- e y-tocoferolo e a-, B- e y-
tocotrienolo & simile, mentre I'isoforma § ha un’attivita pit debole [124, 125].

La vitamina E € coinvolta nella regolazione della risposta infiammatoria. L'a- e
y-tocoferolo e 1 tocotrienoli hanno un’attivita antinfiammatoria legata alla
modulazione dell’espressione delle citochine. L’a- e 1l 6-tocotrienolo svolgono un
ruolo immunostimolatorio.

La funzione neuroprotettiva della vitamina E e svolta dall’a-tocoferolo
attraverso la modulazione della proteina fosfatasi 2A (PP2A), potenzialmente
coinvolta nella patogenesi dell’AD [126-128], mentre dall’a- e y-tocotrienolo
tramite I'inibizione di specifiche chinasi e lipossigenasi.

La vitamina E ha un ruolo anti-neoplastico [123]. E stato osservato che i
tocotrienoli agiscono sull’attivazione delle caspasi, I'a-, il y- e il 6-tocoferolo e il y-
e O-tocotrienolo sono in grado di regolare geni codificanti per le proteine
coinvolte nell'apoptosi, nella regolazione del ciclo cellulare, nell’adesione
cellulare, nella crescita, nella formazione e degradazione della matrice
extracellulare, mentre 'a-tocotrienolo agisce sulla soppressione dell’angiogenesi.
La vitamina E regola l'espressione di geni coinvolti nell'omeostasi del colesterolo

e di recettori coinvolti nel metabolismo dei lipidi. E implicata nella regolazione
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del traffico cellulare, compreso il trasporto delle vescicole sinaptiche e il rilascio

del neurotrasmettitori.

VITAMINA E e DEMENZA di ALZHIMER

[aumentato stress ossidativo e l’alterazione dell'inflammazione sono tra i
possibili meccanismi coinvolti nella patogenesi del’AD. Le proprieta della
vitamina E spiegano il suo ruolo neuroprotettivo osservato in questa patologia.
La vitamina E ha effetti positivi sulle funzioni cognitive [100]. Bassi livelli
plasmatici di vitamina E sono stati osservati in pazienti con decadimento
cognitivo lieve e affetti da AD [99, 100, 129, 130], mentre alte concentrazioni
plasmatiche e una dieta ricca di vitamina E e sono state associate ad un ridotto
rischio di sviluppare AD [131-133]. Inoltre, alte concentrazioni di vitamina E a
livello cerebrale in pazienti AD suggeriscono una possibile risposta
compensatoria al danno ossidativo presente nel SNC in questi pazienti [134].
Numerosi studi hanno analizzato 'effetto della supplementazione con vitamina
E sulla progressione del’AD, portando a risultati contrastanti. Sebbene alcuni
studi abbiano osservato una riduzione della progressione del’AD in pazienti
trattati con a-tocoferolo [135], altri hanno osservato che la supplementazione
non comporta benefici in pazienti MCI e AD [136, 137]. I potenziali effetti
benefici della supplementazione sono stati valutati in un modello murino di AD.
E stata osservata una riduzione dell’AB a livello cerebrale in topi giovani, ma
non in quelli in etd avanzata [138]. Altri studi hanno dimostrato che la
supplementazione con a-tocoferolo attenua le alterazioni del metabolismo dell’AB
in modelli animali in eta avanzata e previene i deficit delle funzioni mnemoniche
[139]. Effetti simili sono stati osservati per un metabolita dell’a-tocoferolo la cui
somministrazione orale migliora 'apprendimento in topi transgenici per APP e
PS1, comporta una riduzione dei livelli cerebrali degli oligomeri di AB e
determina una diminuzione dello stress ossidativo e della produzione dei
mediatori infiammatori [140]. L’a-tocoferolo ha un effetto negativo
sull’aggregazione e sulla tossicita indotta dall’AB, sui processi infiammatori,
sulla generazione dei ROS e sull’ossidazione dei lipidi in colture cellulari [140-

142].
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La vitamina E ha un ruolo neuroprotettivo, modulando le vie di segnalazione
cellulare. Studi condotti su ratti hanno dimostrato che, a livello ippocampale, la
deprivazione della vitamina E e associata all’espressione di numerosi geni
correlati allo sviluppo e progressione dell’AD. Questi geni sono stati identificati
come importanti regolatori del metabolismo ormonale, dell’apoptosi, dei fattori
di crescita, della neurotrasmissione e del metabolismo dell’AB [143]. E stato
osservato che bassi livelli di a-tocofelolo cerebrali inducono una down-
regolazione dei geni coinvoltl nella mielinizzazione e sinaptogenesi, nel trasporto
delle vescicole neuronali e nelle funzioni gliali [144]. E stato studiato anche
Peffetto di a-, y- e 6-tocoferolo sulla produzione e degradazione dell’AB in coltura
e tutti 1 tocoferoli testati sono associati ad un incremento della secrezione di AB,
causato da un aumento dell’espressione genica delle B- e y-secretasi [145].

La vitamina E inibisce diversi enzimi implicati nella neuroinfiammazione e nel
danno ossidativo, tipici dell’AD [146, 147]. Inoltre, la vitamina E attiva PP2A,
una fosfatasi che gioca un ruolo significativo nell'omeostasi della proteina Tau,
ed e stato dimostrato essere down-regolata a livello cerebrale nei pazienti AD
[148].

La vitamina E ha un effetto ipocolesterolemico. Recentemente € stato mostrato
che la vitamina E diminuisce 1 livelli di colesterolo in quanto influisce sul
pathway delle proteine che regolano gli steroli [149]. Numerosi studi sulle
colture cellulari hanno dimostrato che un ridotto contenuto di colesterolo e
associato ad una diminuzione della produzione di AB, mentre 'aumento di
colesterolo ha un effetto opposto [150, 151]. Una forte correlazione tra
1percolesterolemia e aumentati livelli di AB e stata osservata anche in modell1
animali [151, 152] ed & stato visto che questi effetti sono dovuti alla diretta
stimolazione dell’attivita delle B- e y-secretasi da parte del colesterolo [153, 154].
Gli alti livelli cellulari di colesterolo, inoltre, stimolano l'internalizzazione
dell’APP, portando ad una over-produzione di AB [155].

La vitamina E e 1 suoi derivati giocano un ruolo importante anche nelle
Taupatie. Il trattamento delle colture neuronali con vitamina E previene
I'iperfosforilazione di Tau indotta da AB, sebbene i1 dati siano ancora contrastanti

[156]. L'effetto della vitamina E sulle Taupatie & stato analizzato in vivo in
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differenti modelli animali. La supplementazione con a-tocoferolo in topi
transgenici per Tau determina una riduzione dello sviluppo della patologia e un

miglioramento della salute [157].
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LA BIOLOGIA DEI TELOMERI

TELOMERI

Il Premio Nobel 2009 per la Medicina e stato assegnato a Elizabeth Blackburn
della University of California, a Carol Greider della Johns Hopkins University
School of Medicine di Baltimora e a Jack Szostak della Harvard Medical School
di Boston. I tre studiosi sono stati insigniti del premio per aver identificato per
la prima volta i telomeri e I'enzima deputato alla ricostruzione dei telomeri, la
telomerasi.

I telomeri sono complessi nucleoproteici localizzati nelle porzioni terminali dei
cromosomi e consistono di sequenze specie-specifiche, non codificanti e
altamente ripetute in tandem, associate a diverse proteine [158-161]. Le
terminazioni 3’ e 5’ dei filamenti di DNA lineare sono estremamente suscettibili
alla degradazione nucleasica ed altamente soggette a fenomeni di fusione e
ricombinazione genica [162]. I telomeri, pertanto, fungono da “cappuccio”
protettivo per le estremita dei cromosomi lineari [163] impedendo la
degradazione progressiva del DNA e conferendo, di conseguenza, stabilita
genetica. Inoltre, 1 telomeri regolano il riconoscimento e la separazione dei
cromosomi durante la mitosi, facilitano la replicazione del DNA nei vari stadi
del ciclo mitotico e meiotico [164, 165], e influenzano la trascrizione di geni posti
nelle vicinanze delle estremita cromosomiche.

Il meccanismo di sintesi delle estremita dei cromosomi lineari causa 'insorgenza
del “problema della replicazione terminale”, descritto per la prima volta da
Watson nel 1972 [163, 166], che consiste nell’incapacita delle DNA polimerasi di
replicare completamente le estremita 3’ dei cromosomi lineari.

La DNA polimerasi ¢ capace infatti di procedere solo in direzione 5—3 e la
diversa conformazione dei due filamenti di DNA determina un processo di
sintesi differente per ciascuna elica. Mentre il filamento guida viene sintetizzato
interamente e in modo continuo, il filamento lento €& sintetizzato in modo
discontinuo a partire da piccoli primer di RNA, capaci di fornire alla DNA
polimerasi l'innesco 3-OH. Anche se un primer di RNA ibridasse lungo la

sequenza piu distale del cromosoma, la sua degradazione ad opera delle DNAsi
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lascerebbe uno spazio vuoto e l'estremita 5’ del filamento lento risulterebbe piu
corta rispetto all’estremita 3’ del filamento complementare. Di conseguenza, ad
ogni replicazione del DNA, si verifica la perdita di 50-100 paia basi [167].

Ad ogni ciclo di divisione cellulare 1 telomeri subiscono un accorciamento ed il
ripetersi di tale processo, nel corso deil successivi eventi replicativi, conduce al
raggiungimento di una lunghezza minima critica (limite di Hayflick) che segnala
la fine della proliferazione, I'inizio della senescenza e/o la successiva morte per
apoptosi della cellula [168-170].

Dopo molte divisioni cellulari 1 telomeri diventano infatti cosi corti che cessano
di funzionare correttamente e producono un segnale intracellulare simile a
quello prodotto da rotture del doppio filamento di DNA [171-173]. L’attivazione
di questo pathway impedisce alla cellula di dividersi ulteriormente, bloccando il
ciclo cellulare [174], secondo un processo noto come senescenza replicativa [175-
177]. Molteplici sono i fattori che accelerano il deterioramento dei telomeri, tra i
questi lo stress ossidativo e l'inflammazione. Di conseguenza, la lunghezza
media dei telomeri riflette il danno cumulativo che risulta dall’esposizione a
questi fattori negativi.

La vita replicativa della cellula e quindi scandita dall'accorciamento dei
telomeri, aventi la funzione di “orologio mitotico” che memorizza o ricorda il
numero delle divisioni cellulari permesse.

Nell'uomo i1l DNA telomerico e costituito da sequenze esanucleotidiche 5’-
TTAGGG-3 nel filamento guida e 3-CCCTAA-5" nel filamento lento, organizzate
in una struttura a doppio filamento (dsDNA) ripetuta approssimativamente per
9-15 kb [165, 178]. L’estremita 3’ della sequenza telomerica sul filamento guida
termina con una protrusione a singolo filamento ricca in G, G-strand overhang,
che sporge 50-300 nucleotidi rispetto al filamento complementare e termina con
un’estremita 3’-OH libera [173].

Il G-strand overhang si ripiega ad ansa per insinuarsi nella doppia elica del
DNA telomerico, che a sua volta si apre formando una struttura a tripla elica
detta D-loop. L’anello maggiore generato dal ripiegamento dell’estremita
protrudente & invece definito 7-loop (Figura 1). Questa conformazione conferisce

protezione dalle esonucleasi e da fenomeni di fusione termino-terminale, evita
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che l'estremita 3’ del cromosoma venga erroneamente riconosciuta come rottura
del doppio filamento dai sistemi di riparazione del DNA e ostacola per ingombro
sterico I'allungamento dei telomeri operato dalla telomerasi [168, 178-180]. Le
sequenze telomeriche umane sono associate ad un complesso multiproteico noto
come shelterin complex implicato nella formazione e nel mantenimento
dell’architettura dei telomeri, oltre che nella regolazione della loro lunghezza. Il
complesso delle proteine shelterin si associa specificamente con le ripetizioni
telomeriche TTAGGG, media la formazione e la stabilita del 7-/oop [173, 179],
stabilizza le estremita dei cromosomi interagendo sia con la struttura a singolo

che a doppio filamento e contribuisce alla funzione protettiva dei telomeri.

Complesso
Shelterin

Telomeri

Sequenza
esamerica
ripetuta

Figura 1: Il telomero. T-loop, D-loop e shelterin complex.

TELOMERASI

L’integrita dei telomeri é garantita dall’enzima telomerasi (60), una trascrittasi
inversa telomero-specifica capace di aggiungere ripetizioni telomeriche
all’estremita dei cromosomai lineari, controbilanciando in tal modo 1l meccanismo
di accorciamento terminale. Il complesso telomerasico € costituito da una
subunita catalitica avente funzione di transcrittasi inversa (TERT), da una
componente a RNA (TERC) che funge da templato, da una componente proteica
principale detta discherina e da diverse proteine specie-specifiche che

stabilizzano il complesso [178, 181] (Figura 2).
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La telomerasi riconosce l'estremita 3’ del filamento guida e sintetizza una o piu
copie dell’esanucleotide telomerico (5-TTAGGG-3). Dopo molti cicli di
estensione, l'allungamento del filamento lento, all’estremita del cromosoma,
viene effettuato dalla DNA polimerasi che usa il filamento guida neo-esteso
come stampo [178]. Questo meccanismo assicura che l'estremita 3° del DNA
telomerico sia sempre piu lunga rispetto all’estremita 5’ con la quale ¢ appaiata

(8™ overhang).

(telomerase trafficking)

(e
Shelterin complex ‘ Telomerase complex

(telomere end protection) (telomere elongation)
A

CST complex

(DNA helicase - unwinds T loop)
(telomere capping)

Figura 2: La telomerasi. Complesso della telomerasi (TERT, TERC e

discherina) e componenti proteiche ad essa associate.

Ad eccezione delle cellule della linea germinale e staminale, 'espressione del
gene della telomerasi é silenziata [182, 183] e pertanto, dopo un numero finito di
divisioni cellulari, la maggior parte delle cellule umane entra nella fase di

senescenza cellulare.

REGOLAZIONE del’ ATTIVITA’ TELOMERASICA

Mentre il gene codificante TERC e espresso in maniera sostanzialmente
sovrapponibile nei tessuti somatici e germinali, 'espressione del gene TERT e
finemente regolata e generalmente risulta assente nella maggior parte delle
cellule somatiche dopo la nascita. Pertanto, la componente proteica TERT, ¢ 1l

fattore limitante I'attivita telomerasica e la sua espressione correla con l'attivita
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dell'enzima [44, 184, 185].

La regolazione della telomerasi € un fenomeno multifattoriale cui concorrono
Interazioni trascrizionali, post-traduzionali, meccanismi di fosforilazione e di
controllo ormonale: fra questi sembra che il controllo trascrizionale del gene
TERT giochi un ruolo fondamentale. Infatti, 11 promotore del gene TERT &
inattivo nelle cellule somatiche umane normali e risulta attivato in diversi
tumori primari e in linee cellulari immortalizzate [186]. La dettagliata analisi
della sequenza ha evidenziato che il promotore di TERT & ricco in GC, manca
della TATA e CAAT box e presenta siti di legame per diversi fattori di
trascrizione, suggerendo che l'espressione della telomerasi potrebbe essere
soggetta a livelli multipli di controllo e regolata da diversi fattori in differenti
contesti cellulari [168, 187]. Studi in letteratura riportano inoltre che la
fosforilazione di TERT da parte della proteina chinasi C up-regola fortemente
I'attivita telomerasica e risulta necessaria sia per 'assemblaggio dell’'oloenzima
che per la sua attivita catalitica [188]. I1 modello proposto per la telomerasi
presume quindi un meccanismo di regolazione mediante
fosforilazione/defosforilazione e lesistenza dell’enzima in due differenti
conformazioni tra loro reversibili. In aggiunta, al fine di ottenere la massima
attivita catalitica, la protein chinasi B deve fosforilare di TERT. L’attivita della
telomerasi viene regolata anche attraverso meccanismi di splicing alternativo,
che possono portare alla produzione di una forma tronca o inattiva della
proteina [189]. In particolare, trascritti deleti di una o entrambe le regioni
funzionali per Jlattivita catalitica sembrerebbero regolare negativamente

lattivita della telomerasi.

REGOLAZIONE del’ ATTIVITA’ TELOMERASICA nei LINFOCITI

A differenza di tutte le altre cellule somatiche, 1 linfociti hanno la straordinaria
capacita di poter transitoriamente riattivare la telomerasi in seguito ad uno
stimolo antigenico o proliferativo ma la quantita di telomerasi e 'arco temporale
In cul essa rimane attiva variano da individuo a individuo e dipendono
presumibilmente sia da fattori ambientali che da fattori genetici. Al momento

non si conoscono i meccanismi responsabili della regolazione della telomerasi nei
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linfociti e la caratterizzazione dei pathways coinvolti in questo processo potrebbe
fornire nuovi spunti per l'identificazione di determinanti di longevita e di

invecchiamento in buona salute.

DEMENZA di ALZHEIMER. LUNGHEZZA TELOMERICA e
ATTIVITA’ TELOMERASICA

Le cause dell’AD sono multifattoriali [190], e numerose evidenze mostrano come
I''nvecchiamento, il danno ossidativo del DNA, la disfunzione mitocondriale, lo
stress ossidativo e 'alterazione della risposta inflammatoria contribuiscano allo
sviluppo e alla progressione dell'AD [191].

L’alto contenuto in guanina rende 1 telomeri particolarmente sensibili allo stress
ossidativo. Recenti studi hanno suggerito che lo stress ossidativo comporta un
aumento di cellule senescenti, che hanno come caratteristica una lunghezza
telomerica particolarmente ridotta [192]. Con l'avanzare dell’etd il danno
ossidativo aumenta, in parallelo alla produzione di ROS, 1 quali, a loro volta,
accelerano l'accorciamento dei telomeri [193]. In particolare, la lunghezza dei
telomeri € influenzata dalla relazione che intercorre tra stress ossidativo e
lefficienza delle difese antiossidanti dell’individuo. Se la capacita antiossidante
viene meno, 1 telomeri, in presenza di elevate concentrazioni di ROS, si
accorciano e 1inducono un’alterata proliferazione cellulare portando alla
senescenza. I telomeri possono essere indice dell’esposizione allo stress
ossidativo e della capacita della telomerasi di funzionare e mantenere 1 telomeri
piu lunghi e stabili.

La lunghezza telomerica dipende anche dallo stato infiammatorio. A prescindere
dal fatto che uno stato infiammatorio predispone ad un aumento dallo stress
ossidativo, la proliferazione che si instaura nelle cellule del sistema immunitario
in risposta ad uno stato inflammatorio provoca la perdita di ripetizioni
telomeriche dovute all'aumentato numero di divisioni cellulari. La
concentrazione plasmatica di proteina C reattiva, marker infiammatorio, e
correlata negativamente alla lunghezza dei telomeri [194] e I'uso di farmaci
antinflammatori puo ridurre l'accorciamento della lunghezza dei telomeri che

segue l'inflammazione [195].
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I ruolo dell’accorciamento telomerico nellAD non € chiaro. Alcuni studi
riportano un’associazione tra laccorciamento dei telomeri e AD e che la
lunghezza telomerica presenta una correlazione positiva con le performance
cognitive e una correlazione inversa con 1 livelli di citochine pro-infiammatorie,
suggerendo che l'accorciamento telomerico potrebbe essere associato ad una
disfunzione immunitaria e contribuire alla patogenesi del’AD [196, 197]. Al
contrario, altri studi dimostrano che I’AD ¢ associato alla stabilita e allo stato
funzionale dei telomeri, piuttosto che alla lunghezza telomerica [198, 199] e
riportano una simile lunghezza telomerica tra AD e controlli [200-202].

Ad oggi non e chiaro se la lunghezza telomerica potrebbe essere considerata un
biomarcatore per I'AD e se il cambiamento della lunghezza telomerica sia una
risposta alla presenza della patologia o un contributo alla patogenesi del’AD
[203].

L’attivita della telomerasi sembra avere un ruolo chiave nella neuroprotezione.
L’attivazione costitutiva della telomerasi nei tessuti adulti di topo transgenico
ha un ruolo nel rallentamento del tasso di invecchiamento [204, 205]. Grazie
all'attivazione della telomerasi, 1 modelli di topo presentano un fenotipo migliore
rispetto a1 controlll e mostrano una riduzione nella maggior parte delle
condizioni di disabilitanti associate all'invecchiamento, come l'osteoporosi e la
resistenza all'insulina, e un significativo miglioramento delle prestazioni fisiche,
delle funzioni metaboliche e delle abilita cognitive. Queste modifiche si riflettono
su un aumento della lunghezza dei telomeri e una loro migliore qualita, con una
riduzione di telomeri corti e molto corti [206]. Questo suggerisce che l'attivazione
della telomerasi puo giocare un ruolo importante nella stabilita dei telomeri
corti e disfunzionali.

La perdita dell'attivita della telomerasi puo avere conseguenze indipendenti
dalla lunghezza dei telomeri, determinare un accelerato invecchiamento e
causare malattie legate all'invecchiamento. Nelle cellule cerebrali dei roditori,
lattivita della telomerasi € elevata durante lo sviluppo embrionale ma e
rapidamente down-regolata dopo la nascita [207]. Tuttavia, 'espressione della

telomerasi persiste nei neuroni in eta adulta in modelli di topi e ratti [207-210].
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Ad oggi si sa ancora poco sull'espressione della telomerasi nel cervello umano
adulto. Un recente studio ha dimostrato che la telomerasi & espressa in vitro nei
neuroni di topo e nella microglia e nel citoplasma di neuroni ippocampali umani
maturi, ma & assente negli astrociti [211-214]. Inoltre & emerso che la telomerasi
puo giocare un ruolo importante nel cervello dei mammiferi ed € coinvolta nel
processo patologico dell’AD [214-217]. Zhu et al. [214-219] hanno dimostrato che
la soppressione della telomerasi nei neuroni ippocampali di topo embrionale
aumenta significativamente la vulnerabilita dei neuroni alla morte cellulare
indotta da AB. Uno studio di Spilsbury et al. [214] ha recentemente mostrato che
lattivita telomerasica persiste nei neuroni nel cervello umano adulto, dove puo
esercitare un ruolo protettivo contro le Taupatie. Wang et al. [220] hanno
osservato che gli aggregati di AB possono inibire la telomerasi umana in vitro e
in cellule viventi. Inoltre, I'espressione della telomerasi puo proteggere 1 neuroni
contro l'apoptosi indotta da AB. Queste osservazioni suggeriscono che lup-
regolazione dell’espressione e dell’attivita della telomerasi puo rappresentare

una potenziale strategia per il trattamento dell’AD.

VITAMINA E. LUNGHEZZA TELOMERICA e ATTIVITA
TELOMERASICA

Lo stile di vita potrebbe contribuire alla regolazione della lunghezza telomerica
attraverso meccanismi correlati allo stress ossidativo e all'infiammazione [192,
221]. Numerose evidenze hanno dimostrato come l'attivita fisica [222, 223], il
mantenimento di un normale peso corporeo [224] e una dieta salutare [225, 226]
potrebbero essere associati a telomeri piu lunghi, mentre I'esposizione a metalli
pesanti [227], il fumo [228] e gli stress psicologici [222, 229] potrebbero portare
ad un accorciamento dei telomeri.

Partendo dal presupposto che 'accorciamento telomerico e accelerato dallo stress
ossidativo e dall'infiammazione e che la dieta ha effetto su entrambi questi
processi, numerosi studi si sono concentrati sull’analisi della potenziale
correlazione tra dieta e lunghezza telomerica. E stato dimostrato che la
composizione corporea e la dieta sono correlati alla lunghezza telomerica [230],

nello specifico, € stato osservato che in una popolazione femminile, una dieta
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ricca di acidi grassi polinsaturi € inversamente associata alla lunghezza
telomerica, mentre una dieta ricca di fibre € positivamente associata alla
lunghezza telomerica [230]. E stato inoltre dimostrato che l'assunzione di
vitamine con attivita antiossidante, come la vitamina E, potrebbero influenzare
la regolazione della lunghezza telomerica [230-232] ed in particolare
Iassunzione di a- e y-tocoferolo potrebbero contribuire alla conservazione della
lunghezza telomerica, riducendo lo stress ossidativo [233].

Ad oggi esisitono pochi studi che correlano la vitamina E e lattivita
telomerasica. E stato dimostrato che i tocotrienoli hanno un ruolo nella
regolazione della proteina chinasi C (PKC) [234] e che PKC & coinvolta nel
controllo dell'attivita della telomerasi [235, 236]. E stato quindi ipotizzato che 1
tocotrienoli possano agire come potenziali regolatori dell'attivita telomerasica
attraverso I'inibizione della PKC. Il potenziale ruolo di regolazione dell’attivita

telomerasica risulta essere piu debole per quanto riguarda i tocoferoli [237].
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SCOPO

L’alimentazione ¢ ormai considerata un “fattore di rischio modificabile” in grado
di influire sullo sviluppo delle patologie neurodegenerative.

Recenti evidenze dimostrano il legame tra la vitamina E e fattori, come lo stress
ossidativo e 'inflammazione, che contribuiscono allo sviluppo e alla progressione
dell’AD, e il potenziale ruolo neuroprotettivo della vitamina E. Gli studi si sono
focalizzati inizialmente sulla vitamina E totale, mentre, negli ultimi anni,
I''solamento e 1'identificazione delle diverse isoforme di tocoferoli e tocotrienoli,
sono stati fondamentali per approfondire 'analisi degli effetti biologici legati ai
diversi ruoli della vitamina E. La maggior parte degli studi si sono pero limitati
all’analisi dell’a-tocoferolo, la forma vitaminica piu potente e attiva, e in pochi
hanno esaminato le altre isoforme.

Lo scopo del nostro studio € stato quello di approfondire il ruolo della vitamina E
nell’AD. Abbiamo investigato 1 livelli sierici di a-, B-, y- e 6-tocoferolo e a-, B-, y- e
O-tocotrienolo in pazienti AD paragonati a soggetti cognitivamente integri, in
modo da valutare I'esistenza di una relazione tra le diverse isoforme di vitamina
E e il rischio di sviluppare AD.

Abbiamo poi focalizzato lo studio su quale possa essere il ruolo delle isoforme di
vitamina E sul rischio di sviluppare la patologia. Prendendo in considerazione il
fatto che un’accelerata senescenza cellulare e stata correlata allo sviluppo
dell’AD e che le vitamine, con la loro attivita antiossidante e antinflammatoria,
hanno un ruolo protettivo nei confronti dei telomeri, abbiamo valutato se 1 bassi
livelli di vitamine che si osservano nei pazienti affetti da AD possano riflettersi
in un’alterazione della lunghezza telomerica e dell’attivita telomerasica e,

quindi, della senescenza cellulare.
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MATERIALI E METODI

DISEGNO dello STUDIO

Per questo studio sono stati arruolati 53 soggetti (14 maschi e 39 femmine)
affetti da malattia di Alzheimer ad insorgenza tardiva (AD) (eta media 78,6 + 0,6
anni) paragonabili per sesso ed eta a 40 soggetti (17 maschi e 23 femmine) in
buona salute cognitivamente integri (CT) (78,9 + 0,9 anni), afferenti
allAmbulatorio di Geriatria della Fondazione IRCCS Ca’ Granda, Ospedale
Maggiore Policlinico di Milano.

La diagnosi clinica di AD e stata effettuata basandosi sugli attuali criteri
diagnostici [95].

Di tutti 1 soggetti arruolati e stata effettuata un’anamnesi approfondita
raccogliendo anche le informazioni riguardanti 'assunzione di farmaci. Criteri di
esclusione sono stati: la presenza di uno stato inflammatorio acuto, malattie
infettive, diabete, patologie cardiache, tumori, disordini immunologici,
alterazioni ematologiche, trattamento con farmaci antinflammatori. Tutti 1
soggetti in studio hanno dichiarato di non essere in trattamento con vitamina E.
Lo studio e stato approvato dal comitato etico vigente e tutti 1 partecipanti
hanno sottoscritto un consenso informato.

Le performance cognitive dei soggetti sono state valutate mediante i1 Mini
Mental State Examination (MMSE), a ciascun individuo & stato assegnato un
punteggio compreso fra 0 (stato cognitivo estremamente compromesso) e 30
(stato cognitivo ottimale).

Lo stato funzionale e stato invece valutato mediante la scala Lawton
Instrumental Activities of Daily Living (IADL) e la scala Katz index of
independence in Activities of Daily Living (ADL). Ad ogni soggetto ¢ stato
assegnato un punteggio IADL compreso tra 0 (stato funzionale estremamente
compromesso) e 8 (stato funzionale ottimale) ed un punteggio ADL compreso tra
0 (stato funzionale estremamente compromesso) e 6 (stato funzionale ottimale).
Lo stato nutrizionale dei soggetti in studio e stato valutato utilizzando I'indice di
massa corporea (BMI), ricavato dal rapporto tra il peso in kilogrammi e il

quadrato dell’altezza in metri, e il dosaggio del colesterolo totale.
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E stata valutata inoltre I'attitudine al fumo dei soggetti in studio.

I prelievi ematici sono stati effettuati da vena periferica a digiuno.

ANALISI BIOCHIMICHE

Il sangue prelevato in provetta Vacutainer con gel activator (Becton Dickinson
Co., Rutherford, NJ) & stato centrifugato a 1200 g per 15 minuti. Il siero cosi
ottenuto € stato conservato a -70°C e successivamente utilizzato per 1 dosaggi
delle diverse isoforme di vitamine E e del colesterolo.

I livelli di tocoferoli, tocotrienoli e 5-nitro-y-tocoferolo sono stati valutati
mediante cromografia liquida ad alta prestazione (HPLC) a fase inversa,
utilizzando un rivelatore elettrochimico (ESA, Chelmsford, MA, USA) in accordo
con la metodica precedentemente pubblicata [238]. Nello specifico, a 500 ul di
siero sono stati aggiunti 100 pl di acido ascorbico 30% e 1 ml di KOH 10%.
Successivamente 1 campioni sono stati estratti tre volte con un rapporto 1:2 di
etanolo in esano, concentrati a secco con gas nitrogeno ad elevata purezza e
ricostituiti in 300 pl fase mobile (30 mmol litio acetato/L, 83% HPLC aceto
nitrile, 12% HPLC metanolo e 0,2% HPLC acido acetico (pH 6,5)).

Sono stati usati come standard l'a-, y-, §-tocoferolo (Sigma-Aldrich, Milano, IT),
il B-tocoferolo (Superchrome, Milano, IT), Ta-, y-, &-tocotrienolo (LGC-
Promochem, Milano, IT), il B-tocotrienolo (Matreya-DBA, Pleasant-Gap, PA,
USA), il 5-nitro-ytocoferolo e I'a-tocoferilquinone (Research Organics, Roma, IT).
Dopo la filtrazione, I'analisi di separazione é stata condotta a 30°C su una
colonna Discovery-C18 (Sigma-Aldrich, Milano, IT). La fase mobile & stata
rilasciata a 1 ml/minuto.

I1 limite di rilevamento determinato per 1 tocoferoli, utilizzando questo metodo, e
di circa 0,15 pmol, mentre € approssimativamente 50 fmol per 1 tocotrienoli.
Coefficiente di variazione intra-assay e 5-6% per 1 tocoferoli e 6-7% per 1
tocotrienoli.

Il colesterolo totale sierico € stato valutato mediante un saggio enzimatico
standardizzato [239].

L’analisi dei livelli delle diverse isoforme di vitamina E e stata effettuata

considerando il rapporto tra vitamina E e colesterolo totale. La vitamina E e,
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infatti, trasportata nel plasma dalle lipoproteine e quindi il metabolismo delle
lipoproteine potrebbe avere effetto sul rilascio della vitamina E ai tessuti [240].
Oltre ad ogni isoforma considerata singolarmente, abbiamo analizzato anche 1
tocoferoli totali (a + B + y + 8§ tocoferoli), i tocotrienoli totali (a + B + y + §
tocotrienoli) e la vitamina E totale (tocoferoli + tocotrienoli).

Inoltre sono stati anlizzati i rapporti tra a-tocoferilquinone/a-tocoferolo e 5-nitro-
y-tocoferolo/y-tocoferolo come indice di consumo di a- e y-tocoferolo dovuto alla

presenza, rispettivamente, di danno ossidativo e nitrossidativo.

ESTRAZIONE DNA

Il sangue prelevato in provette Vacutainer con Na-Citrato come anticoagulante
(Becton Dickinson Co., Rutherford, NJ) & stato utilizzato per lestrazione del
DNA genomico mediante il metodo del salting out [241]. Previa centrifugazione a
1200 g per 15 minuti, 1l plasma e stato separato dalla parte corpuscolata del
sangue e quest'ultima trasferita in provette Falcon. Dopo I'aggiunta di 20 ml di
Buffer A (Saccarosio 0.32 M, MgCl: 5 mM, Triton X-100, Tris-HC1 1 mM pH 7.5),
ogni campione ¢ stato centrifugato a 1700 g per 40 minuti a 4°C. Una volta
eliminato 1l surnatante, il pellet ¢ stato lavato con 10 ml di Buffer A e
nuovamente centrifugato a 1700 g per 40 minuti. Il pellet & stato quindi
risospeso in 2,25 ml di Buffer B (NaCl 400 mM, EDTA 2 mM pH 8, Tris-HCI 10
mM pH 8) e successivamente sono stati aggiunti 250 pl di Buffer C (SDS 5%,
Proteinasi K 5 mg/ml). La soluzione é stata quindi incubata over-night a 37°C. Il
giorno dopo ad ogni campione sono stati aggiunti 675 pl di NaCl 4 M prima di
procedere ad una centrifugazione a 1700 g per 45 minuti a 4°C. Il surnatante,
trasferito in una nuova Falcon, é stato centrifugato nuovamente a 1700 g per 45
minuti a 4°C e successivamente 1l surnatante, trasferito in una nuova Falcon, e
stato precipitato con due volumi di etanolo freddo al 100%. Mescolando per
inversione si forma un flocculo di DNA che e stato prelevato, lavato con etanolo,
asciugato in stufa a vuoto e risospeso in 400 pul di TRIS-EDTA 1X (Tris-HC1 10
mM, EDTA 0,1 mM, pH 8). La concentrazione di DNA é stata valutata mediante
lettura dell’assorbanza con spettrofotometro alla lunghezza d’onda di 260 nm.

Per stimare il grado di purezza dell’acido nucleico estratto, la misura

39



Materiali e Metodi

dell’assorbanza per ogni campione € stata valutata anche a 280 nm, lunghezza
d’onda alla quale si legge la frazione proteica. Il rapporto tra la lettura a 260 nm
e quella a 280 nm permette di determinare I'eventuale quantita di proteine
contaminanti presentl nel campione in esame. Una preparazione pura deve
avere un rapporto che si avvicini a 2, anche se rapporti a partire da 1,5 sono
statl considerati sufficientemente puri da poter essere utilizzati nei successivi

esperimenti.

ANALISI del GENOTIPO del’APOLIPOPROTEINA E

La genotipizzazione e stata effettuata tramite PCR e successiva reazione di
digestione con enzimi di restrizione.
E stato amplificato un frammento di 234 bp dell’'esone 4 del gene
dell’apolipoproteina E (apoE).
Nello specifico il protocollo prevede:

2 ng di DNA genomico

Primers 1 pM:

F4 ACAGAATTCGCCCCGGCCTGGTACAC
F6 TAAGCTTGGCACGGCTGTCCAAGGA

Buffer 1x (Promega, Milano, IT)

MgCl12 1,5 mM (Promega, Milano, IT)

dNTPs 0,2 mM (Promega, Milano, IT)

Taq DNA polimerasi 1,25 U (Promega, Milano, IT)

Acqua sterile fino a raggiungere un volume finale di 50 pl
Condizioni di reazione:

96°C per 5 minuti

30 cicli: 95°C per 1 minuto

60°C per 70 secondi
70°C per 2 minuti

70°C per 10 minuti
Le tre diverse forme alleliche del gene (e2, €3 e £4) sono state determinate
mediante digestione con l'enzima di restrizione Hhal (New England BioLabs,

MA, USA).
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La successiva corsa elettroforetica su gel d’agarosio al 4% permette di

discriminare sei diverse combinazioni alleliche (Figura 3):

e2/e2: 3 frammenti rispettivamente a 33, 83 e 91 bp

e3/e3: 4 frammenti rispettivamente a 33, 35, 48 e 91 bp

e4/e4: 4 frammenti rispettivamente a 33, 35, 48 e 72 bp

e2/e3: 5 frammenti rispettivamente a 33, 35, 48, 83 e 91 bp
e2/e4: 6 frammenti rispettivamente a 33, 35, 48, 72, 83 e 91 bp

e3/e4: 5 frammenti rispettivamente a 33, 35, 48, 72 e 91 bp

bp

35
38

48

B3
21

g2/e2

£3/e3
—
]

£d/ed

g2/ed

g2/ed

£3/ed

Figura 3: Polimorfismi dell’apoE.

ANALISI della LUNGHEZZA TELOMERICA

I1 DNA genomico estratto dal sangue periferico di ciascun soggetto arruolato e

stato utilizzato per la misurazione della lunghezza telomerica. A tale scopo, e

stata impiegata la metodica real-time kinetic quantitative Polymerase Chain

Reaction (q-PCR), utilizzando il metodo di Cawthon modificato [242].

Per ogni campione é stato determinato il rapporto relativo (T/S) tra il numero di

copie ripetute telomeriche (T) e il numero di copie di un gene a singola copia (S),

utilizzando un approccio quantitativo comparativo. In particolare, per ogni

campione di DNA e stata effettuata sia una q-PCR relativa alle estremita

telomeriche, sia un’analisi analoga per 'amplificazione del gene a singola copia
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36B4, localizzato sul cromosoma 12 e codificante per la fosfoproteina acida
ribosomiale PO. La specificita di tale misurazione ¢ garantita dall'impiego di
primers in grado di appaiarsi in modo univoco alle ripetizioni telomeriche
impedendo, al tempo stesso, 'amplificazione di eventuali dimeri. I protocolli per
lallestimento delle due q-PCR si differenziano per la sequenza dei primers usati,
le loro temperature di annealing ed i1l numero totale dei cicli.

Nello specifico, 1l protocollo prevede:

- diluizioni seriali 1:2 del DNA dello standard interno (pool di DNA provenienti
da diversi individui) allo scopo di ottenere 5 aliquote (da 1,77 a 0,22 ng/pl)
utilizzate per I'allestimento di una curva standard;

- diluizioni dei DNA dei campioni in H20 cosi da ottenere una concentrazione di
0,5 ng/pl.

Per ogni campione e standard sono stati caricati 20 pl di DNA (10ng) per
pozzetto in triplicato.

Come controllo negativo é stata utilizzata H20.

Preparazione della Mix, 30 ul per reazione:

- Primers: 6 nl (Tabella 1)

-1Q SYBR green supermix (BioRad, CA, USA): 24 ul

Sequenza primers [ ] finale

T Tell | 5-GGTTTTTGAGGGTGAGGGTGAGGGTGAGGGTGAGGGT-3’ | 270 nM
Tel2 | 5-TCCCGACTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTA-3" | 900 nM

S 36B4u | 5-CAGCAAGTGGGAAGGTGTAATCC-3’ 300 nM
36B4d | 5-CCCATTCTATCATCAACGGGTACAA-3 500 nM

Tabella 1: Sequenza e concentrazioni finali dei primers utilizzati.

Condizioni di reazione relative all’amplificazione di T:
95°C per 10minuti
30 cicli: 95°C per 15 secondi
54°C per 2 minuti
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Condizioni di reazione relative all’amplificazione di S:
95°C per 10minuti
40 cicli: 95°C per 15 secondi
58°C per 1 minuto
La lunghezza telomerica di ogni campione € stata espressa come rapporto T/S.
Per confermare le lunghezze telomeriche, tutti 1 campioni sono stati analizzati

due volte ed il coefficiente di variazione inter-assay é risultato essere < 5%.

ISOLAMENTO delle CELLULE MONONUCLEATE PERIFERICHE
del SANGUE

Il sangue prelevato in provette Vacutainer con EDTA come anticoagulante
(Becton Dickinson Co., Rutherford, NJ) & stato utilizzato per l'isolamento delle
cellule mononucleate periferiche del sangue (PBMC). Dopo una centrifugazione
a 1200 g per 15 minuti, il plasma e stato eliminato mentre la parte corpuscolata
del sangue, raccolta in una provetta Falcon, é stata stratificata su 15 ml di Ficoll
(Lympholyte, Cedarlane Burlington, NC, USA) e centrifugata per 25 minuti a
1000 g. Al termine della centrifugazione si osserva la presenza di un anello di
cellule, i PBMC (figura 4). Queste cellule vengono prelevate e trasferite in una
nuova Falcon, diluite in Phosphate Bufter Saline (PBS) e centrifugate per 15
minuti a 700 g ottenendo cosi il pellet cellulare. Il pellet, suddiviso in aliquote da
2 x 106 cellule, & stato quindi risospeso in 900 pl di Fetal Bovin Serum (FBS) e
100 pl di dimetildolfossido (DMSO) e conservato a -80°C.

o
SANGUE | %Og - PBS
DILUITO [ [ 0% 2 -

0o 9O . 000000
O _ Cé.’?f.f'ij‘ixga_

PEMC:

FICOLL |

T~ DD
\_/ 0%

Figura 4: Isolamento PBMC.
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ANALISI del’ATTIVITA’ TELOMERASICA

L’attivita telomerasica nei PBMC é stata misurata usando un kit commericale
PCR-ELISA (Roche Diagnostics Corp., Indianapolis, IN, USA). Sono state

seguite le procedure di analisi raccomandate dal produttore (Figura 5).

TRAP A.SS&)' P 1-TS

Y

step1 (M £ > > 3 = 3 =

step 2

PS¢
Pa B P3 D
digoxigenin
step 3 step &4

Figura 5: Saggio di attivita telomerasica.

L’analisi é stata effettuata su 2 x 106 PBMC per ogni campione. Come controllo
positivo € stato usato un estratto di cellule, fornito dal kit, preparato da cellule
renali umane immortalizzate che esprimono la telomerasi; come controllo
negativo, sono stati utilizzati estratti cellulari che hanno subito un trattamento
termico per 10 minuti a 85°C. Ciascun campione € stato analizzato in doppio.
Le cellule dei campioni e dei controlli sono state lisate. La reazione di PCR
prevede un primo step in cuil la telomerasi aggiunge ripetizioni telomeriche
(TTAGGG) all’estremita 3’ dei primers P1-TS biotinilato all’estremita 5.
Successivamente questi prodotti sono stati amplificati tramite PCR usando 1
primers P1-TS e P2. Condizioni di reazione:
25°C per 10 minuti
94°C per 5 minuti
30 cicli: 94°C per 30 secondi
50°C per 30 secondi
72°C per 90 secondi
72°C per 10 minuti
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Urn’aliquota dell’amplificato in PCR ¢ stata poi denaturata e la biotina dei
primers P1-TS e stata immobilizzata stabilmente alla streptavidina con cui e
attivata la piastra ELISA. Il campione e stato ibridato ad una sonda marcata
con diossigenina (DIG) che identifica specificatamente le ripetizioni telomeriche
(P3). E stato successivamente aggiunto lanticorpo secondario anti-DIG
coniugato alla perossidasi. Quindi, con 'aggiunta del substrato della perossidasi,
e stata visualizzata la reazione colorimetrica con l'ausilio di uno lettore di
piastra alla lunghezza d’onda di 450 nm.

Il coefficiente di variabilita intra-assay e del 3,2%, il coefficiente di variabilita

inter-assay ¢ del 3,6%. Il cut-off per il coefficiente di variazione ¢ del 10%.

ANALISI STATISTICA
I dati sono stati analizzati mediante il programma statistico SPSS/PC (SPSS

versione 24, Chicago, IL). Le variabili sono espresse come media + errore
standard. Il test di Kolmogorov-Smirnov e stato effettuato per analizzare la
distribuzione dei dati. Al fine di confrontare i1 gruppi in esame sono stati
effettuati test a campioni indipendenti, test U di Mann-Whitney e student T
test. Le variabili categoriche sono state confrontate con il test Chi-quadrato.
Utilizzando 1l test p di Spearman sono state analizzate le correlazioni tra le
diverse isoforme della vitamina E e tra gli indici di senescenza cellulare e 1
parametri principalmente correlati al’AD, alla nutrizione e allo stile di vita.
L’analisi di regressione logistica e stata usata per valutare ’associazione tra 1
livelli delle diverse isoforme di vitamina E e 'aumentato rischio di sviluppare
AD, indipendentemente da covariate multiple, come eta, genere, genotipo
dell’apoE e attitudine al fumo, che sono stati individuati come potenziali fattori
confondenti per lo studio.

Allo scopo di valutare le relazioni tra lunghezza telomerica e attivita
telomerasica e 1 livelli delle diverse isoforme di vitamina E e stata effettuata
un’analisi di regressione lineare indipendentemente da fattori confondenti come
genere, eta, attitudine al fumo e terapia con statine.

Per tutte le analisi e stato considerato statisticamente significativo un valore di

p<0,05.
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RISULTATI

CARATTERISTICHE della POPOLAZIONE

In tabella 2 sono riportate le caratteristiche generali (etd, genere), gli indici di
valutazione dello stato cognitivo (MMSE), funzionale (ADL e IADL), nutrizionale
(BMI e colesterolo totale), dello stile di vita (fumo) e la distribuzione del genotipo
dell’apolipoproteina E (apoE) dei soggetti in studio.

Lo stato cognitivo e lo stato funzionale sono compromessi nei pazienti affetti da
malattia di Alzheimer (AD) rispetto ai soggetti cognitivamente integri (CT).

La distribuzione dell’allele €4 del genotipo dell’apoE risulta significativamente

differente tra CT e AD, in linea con quanto riportato in letteratura [243, 244].

CT (n°40) AD (n°53) p

Eta 78,9+0,9 78,6 £ 0,6 NS
Genere, % femmine 57,5% 73,6% NS
MMSE 28,9+0,2 20,6 +0,8 <0,001
ADL 5,56+0,1 4,9 +£0,2 0,020
IADL 6,5+ 0,3 4,5+0,4 <0,001
BMI (kg/m2) 25,2 +0,7 24,0+0,8 NS
Colesterolo (mmol/L) 49+0,1 5,3+0,1 NS
Fumatore, % (% ex) 10% (40%) 7,7% (21,2%) NS
ApoE, % allele ¢4 27,5% 52,8% 0,014

Tabella 2: Caratteristiche dei soggetti controllo (CT) e affetti da malattia di
Alzheimer (AD). I risultati sono espressi come valore medio + errore standard
per eta, MMSE, ADL, IADL, BMI, colesterolo totale e come distribuzione
percentuale per il genere, il fumo e il genotipo dell’apolipoproteina E.

MMSE: Mini Mental State Examination; ADL: Katz index of independence in
Activities of Daily Living scale; IADL: Lawton Instrumental Activities of Daily

Living scale; BMI: indice di massa corporea; apok: apolipoproteina E.
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VITAMINA E e DEMENZA di ALZHEIMER

In tabella 3 sono riportati i livelli sierici delle isoforme di vitamina E, dei
tocoferoli totali, dei tocotrienoli totali e della vitamina E totale normalizzati per 1
livelli di colesterolo e 1 rapporti a-tocoferilquinone/a-tocoferolo e 5-nitro-y-
tocoferolo/y-tocoferolo, indici di danno ossidativo e nitrossidativo
rispettivamente, nei soggetti CT e AD.

I livelli medi di a-, B-, y-, 6-tocoferolo e dei tocoferoli totali, di &-tocotrienolo e dei
tocotrienoli totali e di vitamina E totale sono significativamente piu bassi negli

AD rispetto ai CT. I rapporti a-tocoferilquinone/a-tocoferolo e 5-nitro-y-

tocoferolo/y-tocoferolo sono significativamente piu alti negli AD rispetto ai CT.

CT (n°40) AD (n°53) p
a-tocoferolo 6,55 + 0,22 521 +0,17 < 0,001
B-tocoferolo 0,51 +0,02 0,46 = 0,01 0,018
y-tocoferolo 0,43 £ 0,02 0,37 £0,01 0,002
6-tocoferolo 0,058 + 0,002 0,053 + 0,001 0,035
a-tocotrienolo 69,72 + 3,45 60,95 + 1,99 0,090
B-tocotrienolo 27,63 +£ 0,90 27,94 + 0,97 0,718
y-tocotrienolo 13,38 £ 0,74 14,30 + 0,51 0,251
6-tocotrienolo 9,73 +0,38 3,74 £ 0,38 < 0,001
Tocoferoli totali 7,65+ 0,25 6,54 + 0,24 0,004
Tocotrienoli totali 120,47 + 4,62 106,94 + 2,74 0,021
Vitamina E totale 7,67+ 0,25 6,64 + 0,24 0,004
a-tocoferilquinone/ a-tocoferolo 1,62 £ 0,04 1,88 £ 0,04 < 0,001
5-nitro- y-tocoferolo/ y-tocoferolo 11,26 + 0,28 12,87 + 0,36 0,003

Tabella 3: Livelli sierici delle isoforme di vitamina E in controlli (CT) e in

pazienti affetti da malattia di Alzheimer (AD). I livelli di vitamina E sono

normalizzati in rapporto al dosaggio di colesterolo totale. I valori sono espressi

come media *+ errore standard. I livelli di tocoferoli e vitamina E totale sono

espressi come pmol/mmol colesterolo. I livelli di tocotrienoli sono espressi come

nmol/mmol colesterolo.
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Abbiamo effettuato, suddividendo la popolazione in base alla patologia,
un’analisi dei livelli sierici delle diverse isoforme della vitamina E in rapporto a
parametri, come lo stato cognitivo e funzionale, principalmente correlati all’AD e
non sono state osservate correlazioni significative.

Abbiamo poi analizzato le correlazioni tra i livelli delle isoforme della vitamina
E e 11 BMI, indice di stato nutrizionale, e I'attitudine al fumo, indicativo dello
stile di vita deil soggetti e non sono state osservate correlazioni sia considerando

la popolazione generale, si suddividendola in base alla patologia.

In tabella 4 sono riportati i1 livelli vitaminici suddividendo 1 soggetti affetti da

AD in base alla presenza o assenza dell’allele €4 del genotipo dell’apoE.

e4- (n°25) g4+ (n°28) p
a-tocoferolo 5,68 + 0,25 4,80 £0,18 0,014
B-tocoferolo 0,50 £ 0,01 0,45 + 0,02 0,080
y-tocoferolo 0,39 + 0,02 0,34 + 0,01 0,014
&-tocoferolo 0,054 + 0,002 0,052 + 0,002 0,512
a-tocotrienolo 64,50 + 3,49 57,80 + 2,00 0,236
B-tocotrienolo 27,77+ 1,15 28,08 + 1,54 0,993
y-tocotrienolo 15,36 £ 0,75 13,34 + 0,68 0,087
6-tocotrienolo 3,81 £ 0,50 3,68 £ 0,58 0,331
Tocoferoli totali 6,81 + 0,30 6,29 + 0,37 0,159
Tocotrienoli totali 111,44 + 4,64 102,91 £ 2,99 0,184
Vitamina E 6,92 + 0,30 6,40 = 0,37 0,176
a-tocoferilquinone/ a-tocoferolo 1,77 0,06 1,98 + 0,05 0,007
5-nitro- y-tocoferolo/ y-tocoferolo 11,65+ 0,48 13,96 + 0,43 0,001

Tabella 4: Livelli sierici delle isoforme di vitamina E in soggetti affetti da

malattia di Alzheimer portatori (e4+) e non portatori (e4-) dell’allele e4

dell'apolipoproteina E. I livelli di vitamina E sono stati normalizzati in

rapporto al dosaggio di colesterolo totale nel sangue. I valori sono espressi come

media + errore standard. I livelli di tocoferoli e vitamina E totale sono espressi

come pmol/mmol colesterolo. I livelli di tocotrienoli sono espressi come

nmol/mmol colesterolo.
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Si osserva che 1 livelli medi di a- e y-tocoferolo sono significativamente piu bassi
nei soggetti portatori dell’allele £4. Al contrario, 1 rapporti a-tocoferilquinone/a-
tocoferolo e 5-nitro-y-tocoferolo/y-tocoferolo, sono significativamente piu alti nei

pazienti portatori dell’allele e4.

L’analisi di regressione logistica conferma che a-tocoferolo (OR: 0,511 95%CI:
0,337 - 0,776, p = 0,002), y-tocoferolo (OR: 0,994 95%CI: 0,989 — 1,000, p =
0,033), tocoferoli totali (OR: 0,741 95%CI: 0,561 - 0,980, p = 0,036), 5-tocotrienolo
(OR: 0,513 95%CI: 0,393 - 0,671, p < 0,001) e vitamina E (OR: 0,743 95%CI:
0,563 - 0,981, p = 0,036) sono fattori protettivi sul rischio di sviluppare AD;
mentre il rapporto a-tocoferilquinone/a-tocoferolo (OR: 19,052 95%CI: 2,891 —
125,538, p = 0,002) e il rapporto 5-nitro-y-tocoferolo/y-tocoferolo (OR: 1,345
95%CI: 1,072 — 1,687, p = 0,010), si associano ad un aumentato rischio di
sviluppare la patologia indipendentemente dal genere, dall’eta, dall’attitudine al

fumo e dal genotipo dell’apoE.

TELOMERI e DEMENZA di ALZHEIMER

In tabella 5 sono riportate la lunghezza telomerica e l'attivita telomerasica
osservata nei soggetti CT e AD. Non sono state osservate differenze

statisticamente significative tra 1 gruppi.

CT (n°40) AD (n°53) p
Lunghezza telomerica 0,71 + 0,05 0,62 + 0,04 0,159
Attivita telomerasica 0,11 £ 0,01 0,11 £ 0,01 0,256

Tabella 5: Lunghezza telomerica e attivita telomerasica in soggetti controllo
(CT) e pazienti affetti da malattia di Alzheimer (AD). I valori sono espressi

come media + errore standard.

Considerando l'influenza che la terapia con statine ha sulla biologia dei telomeri,
abbiamo valutato se in AD e CT ci fossero differenze nell’assunzione di questi
farmaci e non abbiamo evidenziato differenze significative (terapia con statine

24,3% in CT e 22% in AD).
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Inoltre, considerando la popolazione generale, abbiamo osservato che,
nonostante 1 soggetti in trattamento farmacologico con statine, mostrino una
lunghezza telomerica maggiore (0,67 + 0,28) e un’attivitd telomerasica pil alta
(0,12 + 0,08) rispetto ai soggetti non in trattamento (0,65 = 0,27 e 0,10 + 0,04
rispettivamente), non sono state evidenziate differenze statisticamente

significative.

Abbiamo poi analizzato la lunghezza telomerica e lattivita telomerasica in
rapporto ai parametri principalmente correlati al’AD. Non sono state osservate
correlazione significative tra 1 marcatori di senescenza e la valutazione dello
stato cognitivo e non sono emerse differenze tra portatori e non portatori
dell’allele €4 del genotipo apoE sia nel gruppo degli AD che in quello dei CT.

Inoltre, valutando lo stile di vita dei soggetti, non abbiamo osservato differenze
di lunghezza telomerica e attivita telomerasica in base all’attitudine al fumo, sia

considerando la popolazione generale, che suddividendola in base alla patologia.

VITAMINA E e LUNGHEZZA TELOMERICA e ATTIVITA’
TELOMERASICA

Nella popolazione generale si osserva una correlazione positiva statisticamente
significativa tra la lunghezza telomerica e i tocoferoli totali (r2 = 0,214, p = 0,05)
e tra la lunghezza telomerica e la vitamina E totale (r2 = 0,213, p = 0,05)
indipendentemente dalla diagnosi e da fattori confondenti come il genere, I'eta,
lattitudine al fumo e la terapia con statine.

Non sono state osservate correlazioni significative tra attivita telomerasica e
livelli delle isoforme di vitamina E e gli indici di danno ossidativo e
nitrossidativo.

Suddividendo poi la popolazione in base alla presenza o assenza della patologia

non sono state osservate correlazioni significative.
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DISCUSSIONE

La prevalenza della demenza nei paesi industrializzati € circa dell’8% negli

ultrasessantacinquenni e sale ad oltre 1l 20% dopo gli ottanta anni. La demenza
¢ in crescente aumento nella popolazione generale ed ¢ da considerarsi una delle
priorita mondiali da affrontare nell’ambito della salute pubblica. In Italia, il
numero totale dei pazienti affetti da demenza € stimato ad oltre un milione, di
cui circa 600 mila sono i soggetti affetti da demenza di Alzheimer (AD). I numeri
sono destinati ad aumentare visto il progressivo incremento della popolazione
anziana.
Negli ultimi anni sono aumentati notevolmente gli studi sull’alimentazione, che
¢ da considerarsi un “fattore di rischio modificabile” per lo sviluppo dell’AD.
L'importanza di un'alimentazione adeguata a sostegno di una sana funzione
cerebrale era gia stata dimostrata nel 1980, quando sono state stabilite relazioni
dirette tra lo stato nutrizionale e le prestazioni cognitive [245]. Ad oggi c’é
sempre maggiore interesse nell'indagare il ruolo di un’adeguata alimentazione
come possibile fattore di prevenzione all'insorgenza dell’AD e recenti studi sulle
attivita antiossidanti e antinfiammatorie della vitamina E hanno permesso di
evidenziare 1l potenziale ruolo neuroprotettivo di questa vitamina nella
patologia.

Lo scopo del nostro studio e stato quello di approfondire I'analisi della
vitamina E nell’AD, valutando l'esistenza di una relazione tra 1 livelli sierici
delle isoforme di vitamina E e il rischio di sviluppare AD e focalizzando 'analisi
sul ruolo che le isoforme della vitamina E possono avere nella patologia,
correlandole ai meccanismi legati alla senescenza cellulare.

Abbiamo paragonato in pazienti affetti da AD e CT 1 livelli sierici delle otto
1soforme di vitamina E, prendendo in considerazione il rapporto tra vitamina E e
colesterolo totale. La vitamina E e, infatti, trasportata nel plasma dalle
lipoproteine e quindi il loro metabolismo ha effetto sul rilascio della vitamina ai
tessuti [240]. I nostri risultati evidenziano che i livelli di vitamina E totale, di a-,
B-, y-, 6-tocoferolo e di tocoferoli totali, di 6-tocotrienolo e di tocotrienoli totali

sono significativamente piu bassi negli AD rispetto ai CT.
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Gli studi effettuati sui livelli della vitamina E in pazienti AD e CT sono
molteplici, ma, per la maggior parte, si sono focalizzati sulla vitamina E totale o
solo su alcune isoforme. Gli studi effettuati sull’a- e y-tocoferolo e sulla vitamina
E totale hanno osservato sia bassi livelli di queste isoforme in pazienti con
decadimento cognitivo e AD [100, 246, 2471, sia livelli simili ai CT [248, 249]. I
nostri risultati sono allineati all'unico studio in cui vengono analizzati i livelli
plasmatici di tutte le otto isoforme di vitamina E paragonando AD e CT, dove si
osservano bassi livelli di vitamina E e di tutte le sue isoforme nei pazienti
patologici [130].

Le differenze osservate nei confronti della letteratura potrebbero essere dovute
alla particolare omogeneita geografica dei soggetti arruolati nel nostro studio e
agli stingenti criteri diagnosti utilizzati per definire i1 pazienti AD. Abbiamo
considerato, infatti, pazienti che presentavano sia le caratteristiche cliniche sia
tutti 1 marcatori biologici, liquorali e di neuroimaging positivi per la presenza
della patologia. Inoltre, tutti 1 partecipanti erano soggetti caucasici provenienti
dal nord Italia e questo potrebbe aver determinato differenze in termini di
abitudini alimentari [130], rispetto alle popolazioni analizzate negli altri studi.
Sono sempre maggiori le evidenze sulle proprieta biologiche delle otto isoforme
della vitamina E, le quali, pur avendo funzioni simili, presentano caratteristiche
specificatamente differenti. Infatti, le diverse isoforme, nello svolgimento delle
loro funzioni, intervengono su meccanismi molecolari differenti e quindi possono
o meno essere influenzate dallo stato patologico dei soggetti.

La funzione antiossidante di a-, B-, y-tocoferolo e a-, B-, y-tocotrienolo € simile,
mentre isoforma §, ha un’attivita pitt debole [124, 125]. Inoltre, studi hanno
dimostrato 1l ruolo peculiare del y-tocoferolo nell’eliminazione delle specie
reattive dell'azoto [250, 251] e che i tocotrienoli sono piu efficienti dell’a-
tocoferolo nel neutralizzare 1 radicali liberi, grazie alla loro migliore
distribuzione a livello della membrana cellulare [250].

L’a- e y-tocoferolo e i tocotrienoli svolgono una funzione antinfiammatoria
modulando 'espressione delle citochine e contrastando la neuroinfiammazione
tipica dell'AD [250, 252]. E stato dimostrato che il §-tocotrienolo ha un’attivita

immunostimolatoria, quindi 1 bassi livelli sierici di questa isoforma da noil
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osservati negli AD potrebbero essere determinati dallo squilibrio dello stato
inflammatorio che si crea all'instaurarsi della patologia.

I nostri risultati confermano, quindi, il ruolo neuroprotettivo della famiglia della
vitamina E nel’AD. Gli equilibri tra 1 livelli delle diverse isoforme sono il
risultato dei complessi meccanismi che si instaurano all'insorgere della patologia
e delle specifiche funzioni proprie di ogni isoforma. Livelli ridotti della vitamina
E totale, dei tocoferoli, dei tocotrienoli ed in particolare di a-, B-, y-, 6-tocoferolo e
di &-tocotrienolo, potrebbero influire sul processo di neurodegenerazione, sia
attraverso la ridotta attivita antiossidante delle vitamine, sia per l'alterazione
deil meccanismi molecolari specifici sui quali le isoforme intervengono.

I nostri risultati hanno evidenziato che 1 rapporti a-tocoferilquinone/a-
tocoferolo e 5-nitro-y-tocoferolo/y-tocoferolo sierici sono significativamente piu
alti negli AD rispetto ai CT. Gli indici di stress ossidativo e nitrossidativo piu
elevati riscontrati nei pazienti AD, trovano conferma sia in studi in cui sono
stati presi in considerazione questi indici a livello plasmatico [130], sia in lavori
che 1i hanno analizzati a livello delle regioni corticali del cervello in pazienti AD
rispetto a soggetti cognitivamente integri [251]. Gli alti valori di questi rapporti
riscontrati nei pazienti AD, possono essere considerati lo specchio dell’alterato
stato ossidativo che caratterizza la patologia.

I dati del nostro studio mostrano, inoltre, attraverso un’analisi di regressione
logistica, che la vitamina E e in particolare le isoforme a- e y-tocoferolo,
tocoferolo totale e O-tocotrienolo sono associate ad un minore rischio di
sviluppare AD, mentre 1 rapporti a-tocoferilquinone/a-tocoferolo e 5-nitro-y-
tocoferolo/y-tocoferolo sono correlati ad un aumentato rischio di sviluppare la
patologia, indipendentemente da fattori confondenti come il genere, leta,
Pattitudine al fumo e il genotipo dell’apoE.

In letteratura e stato osservato che il rischio di sviluppare AD e associato a
ridotti livelli di tocoferoli totale, tocotrienoli totali e vitamina E totale ed ad
aumentati valori dei rapporti a-tocoferilquinone/a-tocoferolo e 5-nitro-y-
tocoferolo/y-tocoferolo [130, 132, 133, 253]. I risultati ottenuti dal nostro studio
hanno permesso di approfondire il ruolo della vitamina E nel’AD dimostrando

che c1 sono isoforme, nello specifico a- e y-tocoferolo e 6-tocotrienolo che, per le
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loro peculiari funzioni, sono maggiormente implicate nella protezione dal rischio
di sviluppare la patologia.

In questo studio abbiamo successivamente valutato 1 livelli sierici della

vitamina E in rapporto al BMI, indicativo dello stato nutrizionale, e
all’attitudine al fumo, indicativo dello stile di vita, dei soggetti e non sono state
osservate correlazioni significative sia considerando la popolazione generale, sia
suddividendola in base alla patologia.
Anche in questo caso, in letteratura i dati sono contrastanti. E stata dimostrata
un’associazione tra il BMI e il y-tocoferolo [254], ma non con I'a-tocoferolo [254,
255] e ad oggi non sono presenti dati sui tocotrienoli. Anche gli studi effettuati
sulla vitamina E nei fumatori hanno prodotto risultati inconsistenti. I livelli
plasmatici di a- e y-tocoferolo in soggetti fumatori sono similari rispetto ai non
fumatori [256].

Abbiamo effettuato, inoltre, 'analisi dei livelli sierici della vitamina E in
rapporto ai principali parametri correlati al’AD, come gli indici di valutazione
dello stato cognitivo e funzionale e il genotipo dell’apolipoproteina E (apoE). Non
sono state osservate correlazioni significative tra le vitamine e il MMSE sia nel
gruppo dei pazienti AD, sia nei CT. In letteratura, se da un lato e stata
dimostrata una correlazione positiva tra i livelli sierici di vitamina E e la
valutazione dello stato cognitivo effettuata attraverso il MMSE [257], altri studi
non hanno osservato questa relazione [258].

Il genotipo €4 dell’apoE e associato ad una maggiore predisposizione
all'insorgenza dell’AD [259], da tre volte per i portatori del genotipo £3/e4 a 14
volte per i portatori del genotipo e4/e4 [55] ed &, in generale, negativamente
associato alla longevita [260]. Nella popolazione caucasica la frequenza
dell’allele €4 & del 14%, in Italia si abbassa al 6,3% [244].

La vitamina E e correlata al trasporto delle lipoproteine e 'apoE ha effetto sul
loro metabolismo. Considerando che il genotipo dell’apoE potrebbe avere un
impatto sui livelli della vitamina E, abbiamo valutato i livelli sierici delle sue
isoforme suddividendo i1 soggetti in portatori e non portatori dell’allele e4, nel

gruppo dei pazienti affetti da AD. Abbiamo osservato bassi livelli sierici delle
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isoforme della vitamina E nei soggetti portatori dell’allele €4, con differenze
statisticamente significative osservate solo per 1 livelli di a- e y-tocoferolo.
Numerosi lavori hanno indagato l'influenza del genotipo dell’apoE sui livelli
plasmatici di vitamina E. Se da una parte studi non hanno mostrato differenze
nei livelli di vitamina E nei differenti genotipi dell’apoE in un gruppo di soggetti
con decadimento cognitivo [238, 261, 262], in altri lavori sono stati osservati
bassi livelli di a-tocoferolo cerebrali in pazienti portatori dell’allele €4 dell’apoE
[263]. E stata, inoltre, osservata un’alterazione nell’ uptake e nella ritenzione
dell’a-tocoferolo in differenti aree del cervello in modelli knockout per il gene
dell’'apoE, suggerendo un effetto diretto dell’apoE sul metabolismo dell’a-
tocoferolo nel cervello [264].
L’apoE e la chiave regolatoria del metabolismo dei lipidi e del colesterolo. La
presenza dell’allele €4 contribuisce all’aumento del rischio di sviluppare malattie
neurodegenerative  attraverso  laumento  dell'inflammazione  cronica,
Pattivazione di fattori di rischio trascizionali che regolano 1 processi ossidativi e
la diminuzione del riparo neuronale [263]. Il genotipo €4 & associato ad una
bassa ritenzione di vitamina E nei tessuti periferici. Gli studi sono stati
effettuati prevalentemente sull’a-tocoferolo, ma il y-tocoferolo potrebbe avere
un’influenza simile. I bassi livelli di a-tocoferolo nei pazienti AD portatori
dell’allele e4 potrebbero essere dovuti ad un alterato metabolismo delle
lipoproteine che comporta un’aumentata ritenzione della vitamina E, una
diminuzione dell’espressione dei recettori delle lipoproteine con conseguente
ostacolo all’'uptake cellulare di vitamina E ed un’aumentata degradazione dei
tocoferoli. I bassi livelli di vitamina E potrebbero quindi contribuire all’aumento
del rischio di sviluppare AD osservato nei portatori dell’allele 4 dell’'apoE [263].
I nostri dati riportano anche un aumento significativo dei rapporti a-
tocoferilquinone/a-tocoferolo e 5-nitro-y-tocoferolo/y-tocoferolo nei pazienti AD
portatori dell’allele €4 dell’apoE rispetto ai non portatori. Pazienti AD portatori
dell’allele £4 presentano un aggravato danno ossidativo e una diminuzione
dell’attivita degli enzimi antiossidanti a livello cerebrale rispetto ai non

portatori [265, 266]. Questo potrebbe spiegare i valori piul elevati dei rapporti a-
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tocoferilquinone/a-tocoferolo e 5-nitro-y-tocoferolo/y-tocoferolo osservato nei
pazienti AD portatori dell’allele e4.

Il nostro lavoro si € successivamente focalizzato sull’analisi di quale possa
essere il ruolo delle isoforme della vitamina E sul rischio si sviluppare AD.
Prendendo in considerazione il fatto che un’accelerata senescenza cellulare e
stata correlata allo sviluppo del’AD e che le vitamine, con la loro attivita
antiossidante e antinfiammatoria hanno un ruolo protettivo nei confronti dei
telomeri, abbiamo valutato se 1 bassi livelli di vitamine che si osservano nei
pazienti affetti da AD potessero riflettersi in un’alterazione della lunghezza
telomerica e dell’attivita telomerasica e, quindi, della senescenza cellulare.

Non sono state osservate differenze statisticamente significative nella
lunghezza telomerica e nell’attivita telomerasica tra soggetti AD e CT.

Sebbene studi abbiano dimostrato che lo stress ossidativo e l'inflammazione,
potenziali cause eziopatogenetiche del’AD, siano implicati anche
nell’accorciamento dei telomeri, il ruolo della lunghezza telomerica nel’AD non e
chiaro. Alcuni osservano telomeri piu corti in AD rispetto ai CT, una
correlazione positiva della lunghezza telomerica con le performance cognitive e
una correlazione negativa con 1 livelli di citochine pro-inflammatorie,
suggerendo che l’accorciamento telomerico potrebbe essere associato ad una
disfunzione immunitaria e contribuire quindi alla patogenesi del’AD [196, 197].
Al contrario, altri studi riportano una lunghezza telomerica simile tra AD e CT
[200-202, 267]. L’attivita telomerasica sembra essere aumentata nei pazienti
affetti da AD [268].

Inoltre, dato che e stato dimostrato che la terapia con le statine potrebbe avere
effetti benefici sulla biologia dei telomeri nel prevenire I'accorciamento
telomerico in soggetti sani [225] e alterare l'attivita telomerasica [225], abbiamo
verificato che non ci fossero differenze significative nel numero di pazienti in
terapia con statine tra AD e CT, che avrebbero potuto alterare i nostri risultati.
Abbiamo osservato, poi, che, nonostante i1 soggetti in trattamento farmacologico
con statine, mostrino una lunghezza telomerica maggiore e un’attivita
telomerasica piu alta rispetto ai soggetti non in trattamento, non sono state

evidenziate differenze statisticamente significative.
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Abbiamo studiato le possibili correlazioni tra i1 parametri principalmente
correlati al’AD (MMSE e genotipo dell'apoE) e lunghezza telomerica e attivita
telomerasica e, suddividendo la popolazione in base alla patologia, non abbiamo
osservato alcuna relazione. Tedone et al. hanno mostrato una correlazione
positiva nei pazienti AD tra MMSE e lunghezza telomerica [202], ma altri studi
hanno osservato che alti punteggi al MMSE sono associati a telomeri piu corti,
mentre lattivita telomerasica sembra essere inversamente correlata con il
MMSE [268].

Inoltre, in letteratura sono stati osservati telomeri piu lunghi in soggetti
portatori dell’allelee4 dell’apoE, ma anche la mancanza di associazione tra
queste variabili [269].

Studi associano il fumo, sia a telomeri pitl corti [270] che a telomeri pit lunghi
[271] e ad un’aumentata attivita telomerasica [271]. I nostri dati non hanno
evidenziato nessuna differenza considerando lunghezza telomerica e attivita
telomerasica in base all’attitudine al fumo.

Analizzando la potenziale correlazione tra i livelli delle isoforme di vitamine
E e lunghezza telomerica e attivita telomerasica nella popolazione generale, si
osserva una correlazione positiva statisticamente significativa della lunghezza
telomerica con 1 tocoferoli totali e con la vitamina E totale, indipendentemente
dalla diagnosi, dal genere, dal’eta, dal’attitudine al fumo e dalla terapia con
statine. Non sono emerse correlazioni con l'attivita telomerasica. Considerando
singolarmente il gruppo degli AD e dei CT non si osservano correlazioni
significative tra le vitamine e 1 marcatori di senescenza. Questo potrebbe essere
dovuto alla diminuzione della numerosita del campione.

Possiamo quindi ipotizzare che 1 bassi livelli della vitamina E possano
accelerare la senescenza cellulare e che questo meccanismo esiste a prescindere

dalla presenza di uno stato patologico in corso.
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CONCLUSIONI

Il nostro studio conferma quindi il ruolo neuroprotettivo della famiglia della
vitamina E nella neurodegenerazione. I risultati rafforzano l'ipotesi che ciascuna
1isoforma di vitamina E svolga un ruolo unico nella salute e che la sola
valutazione dell'a-tocoferolo non puo fornire una valutazione accurata della
vitamina E nell'uomo.

Lo studio delle diverse isoforme della vitamina E ha infatti fatto emergere che a-
e y-tocoferolo e 6-tocotrienolo sono maggiormente implicate nella protezione dal
rischio di sviluppare AD.

Alla luce dei risultati ottenuti possiamo, inoltre, ipotizzare un potenziale il ruolo
della vitamina E nei meccanismi legati alla senescenza cellulare, mostrato dalla
correlazione tra 1 bassi livelli di questa vitamina e ’accorciamento telomerico, e
che questo meccanismo esiste a prescindere dalla presenza di uno stato

patologico.
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