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Desortzione &b una domenda di brovetto  per mvenziong
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La malattia & Alehoimer (AD} & Iz forma pid comune &
demenza noflatziano, 51 fratte db uns malattis degenentiva
caratierizzaty  olinlcamente  dal progressive  decline  delle
funzioni cognitive, & newropatologicamente dall’aceumulo d
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ageregatl insohubill i Beamiloide (AP) o proteina za nella

cortencia cexebrale & o struthure grigie sottocorticall. LAD &1

deposita sotto forma di amilowde extraceilulare nel neuroptlo

{placche senill) © net vast corebrall {gnplopatis congofilay,

0y S
RS RN

mentre la proteing fan forma flamentl anomall inteaneuronall

conpraziond  newrgfiheillary (Leove 8 Newropathologien

A
&

investigation of dementia; a guide for newrologists. J Newrol

Nenposurg Psychiarry 76, Suppl Siv8-14, 2005 ) {Figura 1)

Nel 958% dei casi la mudattia 4 Alzheimer & sporadicn, mente

nel 5% circs ded casl ha un caralters fannbiare ed € associata a

mutazioni a carteo & 3 gent preseniling U {PRENIDY sul

cromosaorte 14, presentiing 2 (PSENI) sl oromosoma 1 oe )
precursore delly Boamiloide (APP) sul cromosoma 21 In quest

past la malattia ha spesso un esordio pid precoce della forma

spovadiog ed & frasmessa con meccanismo di Hpo aulnsomica

donunanie ad alta penetranza,
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Letiopatogenest dellAD non & ancora del tutto chiara, ma
nell'ulitmno decenndo & andata progressivamente affermandost
Pipotest delia “amvloid cascade”™ (Wilguet ¢t of. Amyiowd-beta

grecursor peolein processing In newrsdegoneration, Cuwrr Opin

A

oy

Newrobind 14:582-8, 2004; Lee er ol Perspectives on the
amyvioid-beta cascade hypothesis. J dlsheimers Dis 613745,
2004) che atiribuisce alla AR un runlo centrale anto nelle forme
faraihiart {tFAD) che i quelle sporadiche,

LIAR deriva dal suo precursore QAPP atiraverse una via
catabolica denominata “pathway amiloidogenice™ (Figura 2.
{Juesto pathway prevede 1 clivaggio della molecola a monte e
valle della B-protetna per opera & due proteast, la defer ¢ la
gamma-secrefasi, 1 taglio della beta-secretast (BACEY genera
un lunge frammento solubile (SAPPR) Neterminade o un peptide
Cotermunale di 99 aminoactdt (O, Ouestt viene gleniormente

taglinto dalls gammo-secrenyyi i due  franmmentt che

corrispondonn ad AP od g un plecolo peptide Coerinale

{ALICD} (Selboe DU Deciphering the genesis and fate of amyloid
B-prodein yvields povel therapies for Alsheuner disease, S Ol
fovest LHGIATS-R1, 2002). La gommag-seoreiasi, movealis, ha
due priveipall st di olivaggio che conduoono alls formazione Qi
ung forma “breve™ ¢ una forma Mlungs” & AP CABIA0 ¢ AL
423, B quall, in comlizioni norvalt hanno un rapporto dt 1004

Analogamente, BACE pud agive wn cunrispondenza &b diversi
puntt del peptide generando forme tonche nedla rggione N-
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termtinale {o.ge ABRIL-40, ABTI-42 ¢ AB3-42Y, Te gualt risuliane
spesso aumentate nell’ AD (Ly ef ol Characterization of ABLHL-
V42 peptide deposition in Algheimer's disease and voung
Down's syralrome brains: imphication of Netemunally truncated
AR specigs in the pathogenesis of Alzheimer’s dizesse. dedg
Newropathe! 112163274, 20065 BAPP pud andare mconiro ad
un pathway  cdisbolico gliemative  denominsie “non
aniloidogenico™ m quanto 3 proteing viene aghiats da wn'alisa
proteast (Velfa-secretasty i cormspondenza det residu 101781
AR Llaziope di questultimo enzima prechude pertanto s

forrmazione di Bramilonde,

Liamylolid covcade hypothesis ¢ supportats da molteplict
svidenze:
mutazioni nel gere APP determinano forme famuliart &

AD (Rademakery et @l Genetics of Early-Unset Alshemmer

F
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Dementia. ScientificWorldiownal 16:497-519, 2003);

7

v opresenes 3 un'exiracopia del gene APP, come s

veritica nella sindromie di Down, ¢ sufficiente g determinars un
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adro chinico-patologico di Ay

la maggior parte delle forme geneticamente deternunate di
AD & associata ad un sumento della produzione dif AR, con
moremento del rappoito AB4I/ABID (Kable ¢ ol Attack on

smvioid, EMBO Rep 4747-81, 2003y,



VAL, particolarmente la forma “lungs” a 42 reaidud,

gregarst m oligomernt ¢ a

R
g

mostta ung spiceata tendenza ad ag

formare  Ohille amdloidt che rappresentane § costituenie

privncipale delle placche senth {drmyrong B4, Plagues and

wngles and the pathogenesis of Alghelroer's disease. Folia

...

Newropathol 44111, 2006);

o~

PAR, specie la forma a 42 aminosctdi, © neurstossica

3

{Butterfield er o, Amyloid beta-peptide{1-42}) contributes to the
oxidative stress and pewrodsgeneration found m Alzheimer
disease brain. Broin Pathel 14:426-32, 2004},

topd transgemicl portatont & noutaziont del gens APP
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associate ad AD, accumulane Bramilowde nel sigiema nervogo

centrale ¢ manifestane  deficit  della sfers cogmtivee

comporfamentale chie st gpgravans n fupzione detPetd (Kurt ¢

af. Negrodegonerative changes asseciated with beta-amyviowd

depostiion i the brams of mice camrving mutant anyvlend

precursor protein and mutant presenilinel  tronsgenes. Exp
Newred V715971, 2001y
Pimmunizeazions verso AR di fop! wansgenicl esprimentd

APP umang, riduce la formamone di placche amdodi ¢ ne
mughora 1 deficit newrclogiol (Lemere e ol Amyvloidibeta

tmmunization in Alzheimer's disesse ransgeme mouse models

and wildtype mice. Newrochem Bey 28:1017-27,
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Per quanto riguarda o forme genehivarmente deforminate,  olrea

PO der camt & AD Dmvliare & associalo a mulasi

92

PSENT ¢ PSENZ (Bocchi of ol Causative and susceptibility

2

genes for Alshaimer’s disease: a review, Srain Res Budl 611~

{r/‘-

i

24, 2003) Enwambe ¢ preseniline sono colnvelte nella
gengrazione i AB,  wssendo parte del complesso

macromolecolare  dells gommaeseoretast, © oo mutasiond

determinans un incremento della produzione di AB, soprattutto

di ART-42, I quale ha una elevats tandenza 3 formare aggregats
BeUrotussIct,
11 5% circa delle FAD sono causate da mutaziont lncalizsate nel
gene APP (Rocoki er of. Causative and susceptibility genes for
Alvzheimet’s disease; a review., Brafn Bes Bl 61124, 2003
{(Figura 23 Alcune di gqueste mutaziond eseveitane i loro effetto
patogenico favorendo conformaziont di AP ncche o struttura
condaria  befo-sheer,  con conmeguents nduxiong  della
solubilita ¢ tendenza allaggregazione. Allre mutawiony, nvees,
mierferirebbere col processing dellAPP, m virth dells loro
focalizzarions net sttt della molecols ove agiscano o seoretas
{e.g.Swedish mutation” KM6TOGTINL). Altte ancora, con

ignoto, provogans  la produmone o

A’

mecranismo  tuliors
Pacowmudo delle fornme unghe ed insolubill dt AR (ABE42 ¢
ART-43) Net cast di AD assogiatt  mutaziont delUVAPP o delie
presentling, VARLAZ aumentay fino a costituire 1 15-40% dey

AvEYeds S S e e T = TR T B 13 A N
pepiidi AP secret, menire m condiziond normall ssse ne




rappresenta solo 1 5-10% {Beoeohi e ol Causative and

susceptibithty genes for Alzheimer’s disease: 8 roview. Brain

Rey Bull 61 1-24, 200%, Lieo ¢ ol Clivieal, Pathologieal, and

%

Biochemical Spectrum of Alsheimer Discase Assosiated With

PR-1 Mutations. dm J Gerlapr Povohiaery 120146456, 2004
Compito teenico della prosente mvenzione ¢ quello di fomnire
del prodotti ¢ un loro uso per s diagnost ¢/o prevenzione o0
cura di patologie umane /o animali caratierizzate dalla anomala
¢ tessull umant &0 animall, ed un metodo di soreening  per la
determinazione del rischin i fali patologie

I compito feenico, nonche alt scopt secondo la presente
mvenzions, vengono raggiuntl amite quanto rivelate nelle
tivendicaziont wdipendenti di seguito riporiate,

Altre  caratteristiche  JellMinvenzione  sono  definite  dalle
rivendicazioni suooessive,

Ulterion carattenishiche ¢ vanfagg della presente invenzione
rizulteranne maggiormente evidentd dalla desenzione che segue
supporiata dalle figare da 1 a 19 allegate.

La presente fnvenzone st tiferisce ally recende scoperta &t una
nuova  mutazione pundiforme nel gene APP uwmano. La
futazione ¢ caratterizzats dalla sostituzione &f una Citosina con

"?
&

une Timiding al codone 673 dells sequenza codificante del gene

APP umane (DR768), cormispondente al nueleonde 2212

(rapsizione ¢ 220207 dell’isoforma &f APPTI0 umam

deposizione di sostanza P-amiloide e/o simil-amiloide in organi
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NM 0004842y secondo I nomenelatura del database

{FenBank, sccessibile al sto web bhiip/Awvww nehialmaiheov.

Al fint di questo brevetto, per sostanza simil-amiloide sf
mtendono aggregatt proteist &1 AP c¢he non possiedons le
cavatteristiche fintoriall ofo ultrastrutturall dellamilotde stessa.
Tale nwmtazione, che wwhiee nelly sequenza prodeica i
sosfihuzione di un’alanma con una valing nells posizionsg 673
{Ala673Valy  dellPAPPTTG,  comispondente  al residuo
amdnoacidico 2 i AR, ¢ siata wdentificata in omorigost n wn
paziente affetto da una grave forma di demeiiza ad esordio
presentle. Lianalist del hquido cefslo-rachidiano del paziente ha
evidenziato una notevele diminuzions di ABL-42 ¢ un aumento
della proteina fay wlale ¢ tay fosfonlata, come st osserva nella
malattia di Alshelmer, I¥altrg parte, 1 Bvelll plasmatict di Af-
40 & ABI-42 risullavano sumentatl nispetio 3 soggent &
controllo e anche a soggett portatont delia stesss nuttaziong in
eferozigost. Inoltre, 1 fibroblasti oftenutt da biopsia cutanes del
paziente riasciavano nel proprio medivm & colturs guantiid &
ARG ¢ ART-42 pit elevate vispetto a fibvoblastt di controllo.
Net loro insieme questt datd, 1 cul dettagli sono riportatt i aloun
deght esempd  elencall  successivamente, mdicane che I
mutazione AlaG73Val, in stato &1 omoezigos), 81 assooia ad una
demenza  induadrabile  come malattia & Alzheimer e
analogamente ad altve wwtaziont nel gene APP, mftuenss o

processing dell” APP incramentando s produzione di AR

g;
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Lo studio genetice dif diverst wmembnt della famigha ha

Loy

57

dimostrate Iz presenzs i un alro familiare portstore dells
mutazione AladT3Val in omosigosi. Queste faoliare, pit
giovane del paziente, ¢ stato  sottoposte &  valutazions
newropsicologica, b oquale ha nvelato  miziall segmt
compromissione st diverse  funmont cogmitive,  Dlanalim
genetica ha consantito, inolre, di identificars numerost soggetn
portatort della stessa mufazione  in eterogigost 1 qualy
sorprendemtements, non avevano sviluppato nessuoa malattia
neurologica pur essends, aleunt & oo, in o) avanzata (IX
decade di vita) (Figura 4. Studt & espressione gEnlea eseguin
sull’RNA trasoritto & pattive dal geng APPR, huane dimostrato
chie in guestt soggettl entrambi ght alleli (e, quelio wild type ¢
auello mutato} vengono frascrittt, Dungue Passenza & malatia
neght eleroxigolt non pud essere imputato ad un meccanismo di
repressione  genica {mibixions della traserizione  delllalisle
}moiu sioey, BY pertanto  potizzabile ¢he o mutazione
Ala®73Val, contrariaments a quelle fmora desoritie nel gene
APP tutte autosomiche dominanil 8 penetvanza oomplels, abbia
wir'sapressione i Upo sulisoming recessivo. Ne consegue che
soune formwe apparemtemente sporadiche & AD polrebbero
essers  forme ponebcamendts  deformuingie 8 frasmussions
FHIOSCHTHOR TOCessivi,
Por indagare le basi molecolart &8 guesto fenomeno abblame

sintetizzato 2 pepticdi ARl U0 wild-type




{(DAEFRHEDSGYEVHAQKLVFFAEDVGINKGANGLMVGGYY)
. Valtro contenente una valina al posto dell’alanina in postzione

2

4

{DVEFRHDSGYEVHHQORLVFRAEDVGSNKGAHGLMY GG VY
1 due pepiict sono stall sottopostt ad analist chimieo-fisiche ¢
morfologiche volte » valutare la lovo strattara secondaria, la
cinetiwa i agpregazions, ¢ la morfologie ¢ la nsturs degh

R

aggregatt, Queste mdagmi henne dimostrate che i peptide

wutate ha nna propensions 8 formare fibrille amiloidt nolto
rmggiore & quello wildsgpe, Del utto sorprendentamente, Ia
mscela costituita da guantid squumolart det due peaptidi non
solo aggrega wmeno del mutato s anche del peptide wildavpe da
solo. Queste effettn “inibitorio” sullamiloidogensst & in
sintonia oo Posservazione olinics che In malatis st manifosta

3

esclusivarpente net soggeti  omozgotd puor I3 nwlasiong
AlatTiVal mentre gl eferoziget, che co-esprimons a hivello
celiulare entrambi 1 peptidt (wild-nype ¢ nwlate) non s
ammalano. Sulla base di quest datt ¢ addiritiura tpotizzabile che
21 Individnl eferozigon possano essere projetti dalls malatia &
Alshoimer prazie alla soarsa tendenza Shrillogenica del peptide
A nustate in presenza del sun corrispettivo wild-type.

Bor vortficars Uipotesi che la regione N-lerminale @
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della mutazione, glochi un ruolo importante nell aggregadions ¢

-

che lg mutaziong Ala673Val abbia un effetio imbitorio, sonoe

statt sintetizeati due peplidt corrispondentt al primd sed
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amincacidi & AR, uno con la sequenza wild-fupe (DAEFRH) o
Ualtro contenente una valing al posto dell’alaning in postzione 2
(DVEFRHML T due csapeptidh sono statt quindi eo-ineubatt con
PABT-40 wildoype ed csminatl 8 ompt succsssivi, Lo studio ba
dimostrato che entrambi gl esapeptidi mibiscons la spontanes

rendensa alle finillogenest di ARL40 ¢ che Peffeno
dell’esapeptide mutato & maggiore di quello del corrispettive
wild-type.

Questi datl aprone muove prospettive nell’ambito delle strategie
erapeutiche  dellVAD e, plt in generale, delle malanie

caratterizzate da accwmulo di proteine iy forms &b aggregati

nsolubill o tossico! nel sigtema nervoso centrale o in alirt fessug,

Una prima  apphcazione della nostra invenzione consisie nella
produziong, sevondo metodiche note agh espertt In matena, &

unt vettore dontenente 4 cDNA dell’APP umana con mutazione

VFAVal, ¢ Puso di detto vetiore per transteltars hinee celludan
ntifizzabalt per studi dt patogenest e terapia.

Una seconds applicazions consiste nell’usoe Jel contrutio di o
alla precedente applicagions come vetlors per la produzione,
secondo metodiche note aght espertt del settore, & mammufen
non-umant ransgenior capact i oesprimers APP umana con
mitazione  Alad7iVal, come unica formw di APP {anumali
omezigoll} o W combimnazione con APP umana wilidiype o

contenente un’alira mutazione (doppt ransgeniot). Talt antmal
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DOSSONG  e8sere come modeilt per lo stadio della
patogensst, diagnosi, prevenzione ¢ cura di patologie dell’vomo
o di amimall, carattenizeate dalla anomals Byrmamone e
deposizione di sostanza Bramiloide /o simil-amiloide in organi
¢ tessutl. Nella nostra attuazone Panimule preferiio ¢ i topo, od
i parttecdare i ceppo murine CSTBLS knock-out per la APP

endogena, ¢ Is patologia preferits & Ia AD.

Considerando la potensiale copacitd del peptide mutate &

5

o,

aggregazione ¢ la tibrillogenest df A, un's

ey

inferfesive con |
possibile appheazione della nostra invenzione & rappresentata
dalla geperazione 4 un costrutin contenente APP con mutazione
Alab73Val da utlizeare nells torapia gentca o wive {1 DNA
vieng frasferito dircttamente nelle cellule o net fessutt del
paziente} o ex vive (I DNA viene dapprima frasferito in cellule

isolate dall’organisren ¢ cresciute n laboratono, le guall, cost
modificate, possono  essare  vemtrodotte nel  pazientey d
patologie caratterizzate da snomala deposizione di sostanea B
amiloide in organd e tessuth, 1 trasforimento del costrutto nelle

cellule bersaglio & realizzabile mediante vettont &t dpo vugle

pee

PN
3

come ad essmpio () refrovirus che hamnoe la capacitd &

wntegrare i loro DNA gl interne del cromosonu b esliule in
proliferazione, (b} lentivirus che pormettono &b irasferes
materiale genetico anche in cellule ohe non profiferano, (o) virus
adenoassociali che integrane i loro DNA net cromosomi della
cellula ospite ma sono ubilizzalall solo per gent di piecole

12
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dimenston], (4} adenovirus che possono ivas sportars geni
grosse dimensiont ma garantiscono futtavia la loro sspressione
per pertodi di tempo Hmitat, o () i vires dell"herpes simples
che infetta soltanto aloant tipt & cellale, i particolare § neuroni,
In aliernativa ¢ possibile vtilizeare veltor! non virall come |
Hiposumy, Llintroduzione di APP con mutazions Alag73Val in
organismt atfetti da patologie con sccumudo abnorme di AR
potrebbe dungue forniee una forte di Bproteina mutata in grado
di inibire I"aceumulo di sostanza Bramiloide ned tessutl,

Un'alirn possibile applicazione & vappresentais dallluse &
mRMNA antizenso, contenente ln mutazione in oggetn, per
mibire la traduzione del messaggero it zogpett omozrigot per la
mufazione Alab73IVal, secondo wmetodiche note agh espertt in
materia (RNA bnterference RNAD. L'inibizione della traduzione
ha lo scopo &t determinare un bloego della produzione di peptidi
metatt 1 quall banno spiceata tendenza sl agpregamone. Gl
gsperimentt basatt sulla teonologin delVBN4Y applicata alla
nostra invenzione possono inohve essere utilt nello studio della
patopenest & malattis caraltenzzate da snomais formazione ¢
deposizione di sostanza PB-amiloide oo simil-amiloide in organs
Un'aliva opplivazions della nosira mvenziong prevede Puso
della APP umana con mutaxione Alad73Val o it peptidi,
ngturall o df aintesi, contenentt la nuszione stossa per la

delfuomo efo &

diagnosi, prevenzione & cura & patologie,

o




antmali, caratterizeate dalla anomala formazione ¢ deposizions

di sostanzs Bravsiloide oo simtlamiloide in ore eant @ tessull,

tormulate per Ia somministrazions per via orale ofo parenterale,
Comprosa la sonuninistraztone intratecale. La patologin preferita

¢ la AL H trattamenio prevede la somministrazione di singoli

peptidi o la assoclazione & pil peptidi, wtilizeati come unico

frattamento o i associazione con sl Beract
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oroduzions, mediante teeniche note agll esperti del settpre, d

anticorpt verse e profeine e/o 1 peptdi di cur alla applivazione

precedente, da utihzzare nells dagunost, prevenzione o cwa
delle patologie dell’vome ¢fo & animall, caratterizeate dalla

anomala formazione ¢ deposizione 3 sostanza Bamusloide ¢fo
simil-amiloide in organ ¢ tessul,

La nostra attuazione preferita provede un anticorpo monoclonaie
sapace di riconoseers la routazione AlaéTIVal nella APP wmana
e i peplidi da essa dertvan e contenendt tale mutanione Tale
apticorpo. pud  essere ublizzate @ scopo  disgoostico per
rionescere la APP con mulaxions AlGTIVaElD o

o

¢ founulsto, per i tattamento dt amuloidos:
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GRUETTHNAmE
caratterizzate dalla preserws i tale APP mutata. La aonloidosy

b TN

preferita ¢ la AD.
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Le applicaziond sopra descritte vengono tiportate a titolo di
ESeMipie ¢ non sono i aleun modo Hmitative degli svituppt della
nOSa mvenzione,

Esgvpy

Esempio 1 Mentificazione di wna avove mutasione dol pene
APP ¢ descrizione del fenotipo clinico del paziente portatore di
rale mutasions,

Plidentificazione della mutazions ¢ stata condotta mediante
estravione del DNA genomico dat bnfociti del paviente,
amplificazione degli esoni 16 ¢ 17 del gene APP mediante
volymerase chain reaction (FUR), uviiliezando 1 primers 57

GTTTTOGGTAGCOTTIG-Y
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GUUAAGACASMACAGTAGTGG-Y
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pradotto di ampliticazions (Figura 3) scconde tecniche @i
descritte (Wakudand ¢f af Wovel amyloid precursor protein geng
missense mutation (DO7ENY it probable familial Aleheimer's
disease. J Newrod Newrosieg Psychiotry 75103942, 20043,

Poichd la mwutaziong abedisce un sito d taglio specifico pey
Penzima & restrizionie HpYCOHAY all'mterno delllesong 16, Ia
presenzae 3 Ala673Val & stata evidenziaty anche mediante
amplificazione dell’esone 16 mediante PCR {primersr 5%
GOUAAGACAAACAGTAGTGG-Y & 5%
TACTTTAATTATGATGTAATARY, digestione del prodotio
gt PCR con HpYUHAY, ¢ separazions ded frammenti su gol &

g

asgarosio al 2.58%. Nelallele wild-ype 13 digestiong con

P

s
o




HpYCHY produce due frammenti di 91 ¢ 78 paia di basi (ho)
mentre nell’aliele mutato gevera un unico frammento di 169 by

{Figura ).

La mutazione Alaé73Val & stata identificats in OMEZIZOs In un
paziente senza familianitd per demensa, affetto da wna sindrome
psicotganica  cvolutiva  esordita allleth A 38 anmd cop
wgravescentt defiott df memoria, difficoln & planificanione e
cisturbt del compaortamento (Figurea 4, 11T 1R). 11 quadre clinico &
evoluto verso una grave decadinento cognitive plurissttoriale,
al quale s sono associatl movimentt Involontart & tipo
mioclonico, parkingorismo ¢ tetraparest spastica.

Lo sindio genetico della famighia ha consentito &t identificare un

one . Alad T3Vl

g

seeondo  sogpettn omozigote per la mug
(Frgura 4, [H 20} o diverst soggettt sterozigot (Flgura 4, 1T 1

HEL HE2 08, 12, IV 1) Lomezigote (Le., la sorella del
paziente, pio giovane & 3 anni} presenia attuah
fniziall di deterioramento cogntive compatibill con un esordio
della malattia; af contrarto, nessyne del soggetl sferozigol he
mamfestate segm i patologia neurologica, nemmeno in e
avanzata, Questa osservazions suggenisce che la mutlazione
Alab73Val sig aufosonmea recessiva, risultandoe unica b

queile finorn descritte in associaziong con A, che ssprime un

fenotipo patologico solo quando st prosenta {n omozigost,
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CGueeorre segnalare che 1o stesso codone del wne APP @ sede

L5,

un polimorfismo Ala673Thr, Questo polimorfismo & stato

3

rRcontrao I - ErORIQUEE I Ul soggelic senzn sepnt clinict o

Peefons

alteraziont newropatologiche suggestivi di AD (Peacock et al

piRey Lo

Novel polymorphism in the A4 region of the ateryloid precursor

profem gene i a patient without  Alvheimer's  dissase.

Newrology 43112 3436, 19833,

S
oo

Le mndagind di laboratorio o strumentall eseguite sul paziente

hanno evidensiaty
u quadro & atrofin cerebrale diffusa con pravalente
sotnvolgimento delle regiont antertorl, alla BM dellencelfalo:
nerements significative det peptidi ABL-40 ¢ ARL42 nal
plasma (426 & 93 pedml e 46 & 7 pe/md, rispotiivaments) in

E

contronto ¢on un grappo 4 controllo rappresentato da sopgatt

nen afielll da demeneza (ARLE0 = 108 £ 12 pofmd, p=0.003

-y,

APRTA =20 = 6 pefml, p=0.004) (Figura Ty

moremento di AP nel medium & coliura del fibwoblasy

7’“ b

prefevats dal pazierde mediante biopsia cutanea (ARL-40 = 873

95 pofmh ARL42 = 88+ 0.2 pe/mi) rispetio ai controlli

i

megativi (ART-40 = 34,4 £ 3.8 pgiml; ABL-A2 = 4.4 0,6 pg/ml)

diminuzione d1 ABL-QZ {18
ure gruppo di controllo, ps0.0004) (Figurs 9, ¢

incremento della proteing taw (420 pgiml; range & normal

it
]




BU-150 pg/ml) e fosfo-tan (633 pa/ml: concentrazione media net
controtiin 191 pgiml) (Figura 10) nel liquido cered ro-spinale,

Le alteraziont deseritte sono del tutte simaili a quelle osservate

nella malatna &t Alzheimey,

ES&}}};}%{; 20 dAnalisi delle carasteristiche ohintico- Jisiche di

Yok 2

R G ST SN
peptici A contenenti la mutazione Alad73Val

ol effettt della mutarione Alaf73Val e

L2

Allo scope &t stabilire
verificare {1 suo ruolo nells patogenesi della Al abbiamo
sintetizeato 2 peptidi ARL-40, wno con la sequenza wildaype
(DAEFRHDSGYEVHHQELVFFABDVGSNKGATIOLMVGE
YV} e Paliro contenente la sostituzione  alaninasvaling
pOSiZIoNS 2
(VEFRHDSOYEVHHOQRILVEFABDVOSNRGATGLMVGH
V¥ T peptidt sono statl prodottt mediante sintesi in {ase solida
utilizzando un sintenzzatore 433A (Applied Biosystoms). 1
peptidi legati alla vesina sono stat quindi derivatizzatt all’N-
terminals con un probe Lipofilico {4~
dodeoviaminocarbonyiiuorene-Y-vimetisucemindyl

carbonate) secondo 1 metado deseritto da Ball of of (Int J Pepe
Frof Rey 40 370:8, 1992} con e modificazion mbrodotte da
Bopeto of al {F Biol Chem 2770 3132734, 2002} Dopo
distacee della resina, 1 peptidl sono stant purificat mediants
HPLO ublizzande una colonna i {ase invewms 04 (Waters),

otteniendn una purezza »H5%. Liidentid det pepiidh ¢ staly
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determinata mediante spettrometria MALDLTOF  (Modello

Reflex ] Brucker),

muiate e campioni vontenensi miscele eguimolari dei die sono
I NG : NF ke sk pes
stai dissolt in 10 mM NaOH e succevzivamenie dituisi in 50

L alia concentrazione finnle T 035 e G123

vr

mdd Tris HCL pH 74

h,

X4

mdd. § campioni sone statl guindi incubai g 37

P

VA,

,M
ek
o,
o
.

o

oree 3, 3, 10, 15 ¢ 20 giorni, 4d agni tempo, Sliguote def

T ., FE vy or F ey £ e e 5 S st
campioni sono statt analizzate per determingre I struthra

¥ 5 R S RN £ < FRLAP vy 2 F e o b Y SR Sy S
secondaria, { ggerEgazions, ultrastruttura e e proprigia

siico~tintorali degli ngeregati

Struttura xecondaria

Le vartaziond indotte dalla mutazione sulla struftura secondaria
di AR sono slate iIndagate mediante Dicroismo Circolare
secondo fa fcenics deseritta da Clippingdale e all (J Pep Sai
§:227-49, 2001 T peptidi sone statl diluitt in tanapone fostaw
130 mM, pH 7.4, alla concentrazione finale &t 100 giMP e e
HHSUIY Sono state sseguite con uno spetropolarimetro Jasco-810
a temperaturs costante i 3790, GH spetiri sono stall acguisit
wsande ung cuvetta da | mm e ung velocitd i seanstone di 20
am'min, Dopo aver sottratio lo spettre dells saluzione tampone,

i rumers & stato nidotto, quande richiesto, withizzando 1 metodo

del “moving average™
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Lanalist ha dimostrato che il peptide mutato ha una marcan
endenza ad assumere ung conformarzione secondaria ticca in 3~
sheet. A futtl 1 templ esaminati, il contenuto Tlshest & tiouliato
molto pilr elevate non solo vispetto & quello del peptide wild-
Hpe ma anche della miscela equimolare costituita da peptide

wild-fypepepride mutato (Figara 11,

Questo dalo mdica che ln mutazione Alad73Val condiziona i

o,

N X L . RV NN . P e d v 4 o Fad
ouding Gt AR determinando tm potevele inoremendo dells
struitura secondaria B-sheet,

Ageregasfone

sione di ARL-40 wild-nipe, ART-4D mutate ¢ della loro

suscela equitniolare € stata valutata determinando la quantita di
peptide sedimentabile con centrifugazione. Al diverst tempt &
moubazione, abiguote & 30 gl der campiorn sono  state
centrifugate & 15,000 g per 15 minutt a 4°C, I peliet ¢ staln
sodubilizeato i 25 gl & acide formicn purg, ¢ la solugione &
stata indettata {n HPLO dotato di colonna PRLP-S 1004, 4.6 x
150 nun (Labservice  Anslviica, Polymer  Laboratowies),
Lleluizione ¢ stata fatta unlizzando come fase mohile un cluente

A costtuito da (1% TFA 1 acqua @ un eluenie B costituito da

Q.08% TFA In acetonimile, ad ung velooitd & Dusse & 0.7

ml/min, apphicande un gradiente lineare 15-60% dell'eluente B
w20 mins 1 pieco corrispondente al peptide © stato monitovato

5

musurands Vaszorbanza delPPehuto a 214 o




La guantitd & peptide sedimentabile ¢ stata ealeolata come
percentuale della quantitd totale & peptide presente nella
soluzione miziale.

Questl esperimenti hanno dimostrate che i1 peptide mutato
aggrega wolo di pit ¢ molto pity rapidamente del peptide wild-
fype ¢ che, sorprendentemente, la miseela formata dat due
peptidi sedimenta mene pon solo del peptide mutato ma anche
di quello wild-type (Figum 12)

Ulerastratiura e proprieid tintoriali degli aggreguif

Lo caratterstiche ultrastrutturall ¢ o proprigtd ottico<intorialy
deghi aggregatl sono stale studiate nspettivamente mediante
mierescopla cletiromica ¢ mucroscopia 8 luse polarizzata dopo
colorazione con Rosso Congo.

Per Vindagine ultrastrutturale, 3 ul di sospensione & ARL-40
wild-tvpe, ABL-40 mutato ¢ della loro muscela equimolare sono

staty prefevan a tompt dlincubazione comprest fra 1 ora o 20

o

giormy, depositatl su reting & mickel ricopeyti dt Formvar-Carbon
per 3 ominutl, colorall neggtivamente con una soluzions sovra-
satura di acetato di uramile ¢ osservati sl microscopio elettronico

EMIOY Zeissy Al ventesimo glomwo di incubazione, aliguots

det campiond sono state centrifugate 2 15000 g per 13 mdnuti |

X

pellet cost oltenutt sone statl fssatt in glutaraldetde &l 2.5% 1w
tampone fosfato, pH 74, post-fissatl in 1% osmio fetrosside,

disidratall in acetons ¢ inclust in rosing epossidica (Spurr,

Blectron Microscopy Sciences). Sexiont uirafint (5300 A} sono




state raceolte su retrd 3 rame, colorate con scetato o uranile ¢ U
citrato di piombo ¢ osservate al microseopio eletironicn,

Per verificare se e in guale misura i aggresati fossero

costindt da amileide, 5wl di soluzione di ciasoun campione, per

{diverst tempi di incubazipne, sone stati raccoli su vetring

s

polilisingti (Blo-Opticw), colovadl con Congo Rosso ed

esandnall con microscopio g luce polurizeaie (Nikon Eclipse E-
Llanalist ultrastrutturale ha mostrate che nel primi due glor
d'incubazione o peptide ARLA0 wildnype forms aggregan
amorfl, oligomen ¢ rare strubture famentose. Dopo 48 ore
compare materiale fitmillare corte, non ramificat, tregolare
(prototibaille), ¢ solamente dopo 72 ore di wmeubasions st
osservano Hbrile lunghe, rettilinee, &1 cirea 8 nm it Hametro,
inframmezzate o materlale  amorfo ¢ protofibrille
Successivamente la densttd delle fibrille auments ¢ la quantind
materiale anwrfo o protefilyille s nduce proporzionalments.

N

Role dopo 13 giurd &b mcubaxione la maggior parte del
materiale & costituite da dense rett & Biville

Per contro, la cinetics & aggregazions del peptide API-40
mutatn © risultata wolto rapida. Infail, gid a partire da 24 ore i
incubazione  erano presentt fibrille hunghe, regolar, prive &
ramtficaziont (Fipura 13) o gia dopo 5 giorn i campione era

faesy

costituito da dense vett &t fibrille, senza protofibeille & muateriale

amoarfo.

iz
a2




Sorprendentermente, la miscela equimolare det due peptidi forma

mene Nbritle von solo rispetto al peptide mutato ma anche

oot Lo i de Py R L ) > o Y eeveneaan i 3
quells wifd-tupe, ¢ anche dopo 20 glomt & incubazions I

magpior parte degll aggregati era costituita da materiale amorfo

sl

Losservazione in luce polarizeaty del prepavati colomii con

™y

Congo Bosso ha dimostrate che 8 peptide ABL-40 mutato @

1.

molte pit amdotdogenico & ABT-40 wild-tipe e che la miscela

P

ded due peptidi ha una bassa propensione a formare amiloide.
Infatt, plecolt aggregatt & matenale birifrangente erano presenti

R

gia dopo 24 ore & ingubazione  {(Figura 13) nei campiomt &
ABL-A0 mugaro, dopo T2 ore nel campiont dif AD 140 wild-npe
¢ solamente dopo § glornd nella miscela del due peptidi. Nat
fempt successivi era osservabile un progressive incremento d
matertale birtffangente net campiom di AL-40 mutato ¢ ALY
40 wild-ppe, mentre incremento era molto modesto nella

miscela det due peptidi, anche dopoe 20 giomt &t incubazione

~

{Figura 14},
Quiesti datt confermano § risuliatl degh studt di aggregazione
dimestrando ¢he (1) il peptide ADT-40 mutate & molte pid

armilotdogenico del wild-nype, & (1) 18 miscels det due peptidi ha

4na bassa propensions g formare fibrille amilodi
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Esempio 3. litbizione dell amiloidogenesi mediane pepridi
sinteticl emologhi aflx vegione Nutermingle df 401 contencnte o
mptasione Aaa73Val

Polehe o studio fisico~chintico della miscela def peptidi AD

40 mutate o A0 wild-tipe supgeriva che la mutazione
Alab?3Val potesse avere un effetto inibitorio sull’ageregazione
di ALY, abbiamo verificato guests ipotest utilizzando due peptidi 2
sintetict covrispondentt al primi sel aminoacidi df AR, uno con Ia
sequenza wid-type (DAEFRH) ¢ Paltro contenents una valing al
poste dell’alaning in posizione 2 (DVEFRH), T due esapeptidi
sono stall co-incubatl con AP0 wild-ype a concentraziong
equimelare o in ecopsso (esapeptider ABI-40 = 3:1). Le miscele
sOno state preparate per lo stundio ultrastrutturade ¢ stochimico
come deseritto nelleserpio 2.0 Lo studio ha rivelato che
entrambi glt esapeptidi (312 4 mutate ehe 1hwild-type) nibiscono
la fbrillogenest dt AR, indicando che It regione N-
erminate di AR sede dells mutazione gloca un ruolo mpontante
nelitageregazione (Figura 15). Tuttavia, Pesapeptide mutato &
visultato pit athive del comispattive wild-nipe, sottolneando
Pimportanes della muotazione Ala673Val per Peffutto inthitorio
sulla fibrillogenest.

Esemplo & Dransfezione di linee cellidari con ARP ymana

wild-iype o contenente o mutasione dla>Val in pozizione 2 di

(S
s




Mediante tecniche di ingegneria wénetica (Tesco e af

substitutions V7I5F and L7207 alter PS! conformation and
differentially affect AR and AICD generstion. J Newrochen 95
446-36, 2005, Sudhir ef ol Release of Amimno-termingl
Fragments from Amyloid Precursor Protein Reporter and

Mutated Dertvatives in Cultured Cell. J Binl Chem 26725600

08, 1992} sono  statl gensmstl due  vettord  contenentd

rispettivamente 11 cDNA di APP7S1 umana wild-tipe ¢ 11 CDNA
PAPPTEL wmana con fa mutazione Ala>Val tn posizione 2 di
AR Con guestt vettori sono state transfeliate due Hnee cellulan
{CQOST ¢ CHOY, sulle quali sone stall successtvaments gseguitl
dosaggl di AD nel mediv con metode BLISA,
La mutazione Ala>Val in posizione 2 di AB ¢ stata inserifa nel
cDNA dellUAPPTST umana wmediante mutagenest sito-specifica
{QuikChange® XL Stte-Dirgcted Mutagenesis Kit, Siratagene
uithzzando gl oligonucieotidh
SLOATCTUTGAAGTOAAGATOGATGTAGAATICCS ¢
SLOTCATOTCGOAATTCTACATCCATOTTCACTT 3
Sia dg forma wildegpe che quells muotata & APP sonn state
guindi amplificate mediante PCR utilizzando 1 primers
SLCCCGOATATCGCCACCATGUTGCCUGOTTTGRUAC-Y
2 8 ACCOAAGUTTTOTGOUGOGGOGUGTCTAGTTO Y
(3 primo contenente un s riconoscite  dall’enmima
vestrizions EeoRV, i secondo con sito per Penzima HindUl, ¢

clonate nel vettore peDNA 31, wn corispondenza def st di

23

Hoal
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restrizione EeoRY e HindlIL T costrutti cosi prodotii sono stan
amplificati ulteriormente mediante trasformarione di cellule Top
Ten Une Shot {Invitogen), purificati mediante kit Frdofree
Plasmid Maxi Kit (Qlagen), e utilizzati per ransfetiare cellule
COT & CHO mediante cletiroporazione. Llefficienza delle
transfeziom © stata valotata ativaverso I guantificazione di APP
su bisan celludarl mediante Western blog, ulilizaands Panticorpo
22011 (Chemicon International Ine.) divetto contro la regione
Neterpunale  della proteing {residid 81-88). 1 Hwells &
esprogstone di APP & siato usato per poter confrontare § hivelli &
produzions di AR da parte delle cellule transfettate con § dus
costruttt, Sul medium & colhurs delle CO8T ¢ delle CHO
exprimenti APP wwmana wildwype ¢ muotats &€ stato quindi
aseg: witer 1 dosaggio di peptidi ARL40, API-42 ¢ forme trongate
all'Woterminale  con metode  BLISA  (Jmmuno-Bislogical
Laboratories Gunma),
Lo studio ha dimostrato:

an margato incremento di ARE0 o APL42 nel mediom

delle cellule COST transfetiate con APP muiata (1168 & 905

¢ 20 % 123 pg/ml rispetfivamante) rispetio a cellule

gansfeitate con APP wild-ope (219 ¢ 846 pgmd ¢ 4 & 0.8

peimby (Figora 16y
un mmareate norementsy ineremento di ARLS0 & ABTAZ
nel medium d CHO pansfottate con APP mulata (84.6 3 % padml

¢ 9.6 % 3.4 pp/mi, rispeitivamentie) nispetto a cellule transfottate




cort APP wild-tupe (498 ¢ 118 peiml e 4.2+ 0.8 pefmly(Fiy

T
¢

CTy
SR

& A a;vmi‘uﬁz ivo meremento delle forme tronche all Netermunale

H

dt AL m partivolare AR3-42, nel medium delle cellule COSY
transfettate con APP mutata (2.5 & 0.3 pg/ml) rispetio a cellule
transfetiate con AFP wild-aupe (1.1 2 0.3 pg/mi)

{Juesti datt indicane che la mutazione Ale>Val in posizione 2 di

st

AL modifica i processing di APP favorendo la via

amiloidogenics, con aumento della produsions di AB1-40, AfL-

'M{

2 ¢ forme trongate all Neterminale,
Esempio 3 Generagione di fopi transgenicl portatori della
mutazione Ha> Val in posizione 2 di A
Abbiamo prodotto un costrutto vaicolinte APP wmana con
mutazione Ala>Val in posizione 2 di AU per la generazions di

topi transgenict sut quaht eseguire valutaziom comporiamentali,

neurofisiologiche, neuroradiologiche,  neuropatclogiche,

f ¥

biochimiche ¢ mwolecolart  per definire le caratienstiche
fenotipiche della malattia associata a questo difetto genetico, ¢
condurre stadt i patogenest ¢ terapia,

HoeDNA i APPTSL wildnype & stato clonate nel vetiore

yISC2ZE, contengnte d promoters Thy L3 muring (st d

et

restrizione Hindil ed BooRVY (Figura 8L I costrutio © stato
quindi sottoposto a mulapenes) sito-specifica con serimento
della mudasione Ala>Val in posizions 2 di AR {(Siratagene)

mediante 1o stesso protocollo niportate per e transfesiont




cetinlart (v, Esempio 4), ed & state ptilizzato per gensrare ot
transgenici a partive dal ceppo CI7BIS.

Sono stati ottenutt 6 fondatori (3 maschi ¢ 3 femming) positiv
per il transgensg, 1 quall hanno dato vita a tre Hoge ohe over
esprimono APP urmana con mutazione Ala»Val in posizione 2 &
ALY nel sisterna nervoso sentrale. Le due linee miglion vervanno
incroviate con una lnea df topi CSTRYS knock-out per APP
endogena -lined gy disponibiles al fine i ottenere aninumli
ssprimentt APP umana mutals i asserza di APP muring

Pl & CEY e & TIEED XY e vy A Y e i g, . Y e Y aus
(BUAPPmoAPP™, Figura 19 Quest verranne  ndine

;

incrociall con topil transgenici pey APP umana wild-fype per
otteners animali eterozigot (huAPP L/ huAPP.

I topi esprimentt AFP wmana con mutazione 2 & AU in
omozigost & elorozigost saamno  utihzat per studt i
patogenest, diagnosi, prevenzions ¢ curs dells malasttia &t
Alzheimer e, pth in generale, db mualattie umane oo antmall

caratterizzate una anomala deposizione di sostanza amilowde efo

stmi-arniloide i organs © tessuti,

i

igzerrenan
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RIVENDHCAZION]

P

Metode di screening effemuate su materiale biologico
wnanto,  per la determinazions del rischio & patologie
caratterizzate da anomala deposizions di sostanza B-amiloide wo
simtb-amifoide formata da qualsiast isoforma di AR, basato sulla
ricerca delln sostituziong 0 forma omo- ¢ eterozigotica di una
Citosina con una Timuding al codone 673 delle sequenza

odificante 11 gene APP umanoe (DS7673), cormispondente al
nucleonide 2212 (unsizione ¢ 2202057 delPisoforma di
APPTTG (NM 0004842}, o mutagione  nisultando  nella
sostituzivme di Adanina con Valina al restduo 673

Fresiduo analogo di altre isoftrme di APP, che consponde alla
pusizisne 2 AR,

Metodo & sereening secondu la rivendicamione 1, basato
sulla ncerca & RNA messaggernt (mBNA)Y trasentn dal gene
codificante le vare woforme dell’APF umana con 1o mutazione
di cutal pante o con altre roataziont ai codone 673 di APFTTO

Metodo ¢ sereening secondo la nivendicazione 1, basato
sulla ricerca della proteina AFP e/o di sue isoforme contenentt 1a
mutasions Alad73Val, cornspondente alla posizione 2 dt Af o
altre mutaziont a2l codone 873 &1 APPTY

Metodo dt soreening seconde e rivendicaziond 1 ¢ 2,
caratierizeato dal fatto & comprendere Pisolamento del DNA
genomico ofo dellRNA da qualsiast materiale blologico ¢ i loro

sequenFmeEnio.
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H

Metodo i sereening sceondo una o pid rivendicaziond
precedentt, caratierizzato dal fatto df comprendere la ricerca di
detta pitazione mediante anallsi non-isatopica del DNA,

Metodo di screening secondo una o pid rivendicazion
precedent, in out la ricerca 4 detiy muttazione viene effettuata
mediante  analist con enzimd & restriziong o/ DHPLC
2

Denatwring High Performance Liguid Chromatographvy el

SO t8ingle  Soand  Cowformation  Polwmarphisw)  efo

ihridanione WS

Matodo di screening secomds wna o pin rivendicaxiom

precedent, caratterizzato dal fatto che i DNA viene ottenuto da

teacoctll solall dal sangue del paziente.

Metodo i soreening secondo  le rivendicazioni 127,
caraftenzzato dal fatto che una di dette patologie ¢ la AD nella
sug forma lipica ¢ esprimmentest in fenobip atipic

Costrutto carattevizzato dal fatto 4t veicolare 1o diverse
woforme G APP umana o lorn franupentt con mutasions
Alaf73Val o altre mvtaziond al codong 673 do APPTT0 o lore
framnenti, sotto 11 controlle & gualstast promolore non
endogeno,

Costrutio secondo la rivendicazione  precedentes,
caratterizeate dal fatto di wveicolare PAPP umang o suol
franwnenti con mutazione Alad73Val o alive mutasiont al

:

codone 673 di APPTTO o love frammentl, sotto i controlin del

pramotore Thvl J o Tyl 2
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Costrutto secondo la rivendicazinue 9, caratierizzato dal

fatto di veloolare PAPP urmana o suoi frammenti con mwutazione

Alaf73Val o altre mutaziont al codone 673 & APPTID o oo

‘{

rammenty, sotto i controllo del promuotore del Cyvtomesalovirus

2

‘\ ?:s:‘:‘«i} :

Qualsiast lnes cellulare caratterizzata dul fatio 81 sssere
mransfottata in modo stabile o transiente con § costrutt di oul alle
rivendicaziont 9-11.

Mammiforo non umano fransgenios caratterizaato dal fatto
di essere portatore, In forma etgoe o omo-zigoticn, della

sequenza di DINA o & suod Pramment] che codificans e diverse

moforme di APP umaps o loro Sammentt contenentt a

P

mutazione Alad73Val o alive mudamiont al codone 673 &

APPTI0 o lomo fammentt,

Manumifero non umano fransgenico reso knnck-out per
PAFP endogena, caratterizeato dal fatte di essere portatons dolla
sequenza di DNA o di suol framymentt che codificano e diverse

isoforme df APP umana o loro frammenti con mutazione

AlnbT3Val (AP ) o altre nutaziond al codone 673 di APPTTO
oo e drampnenti, o forme omowigotica {(genotipo
APPen /APF) o omizmpotica {genotipo APBYAPPog o
plergzigotica {genotipo APPa/APPe )

Marmnifero  non wmano tansgenioo seconde e

rivendicaziom 13 ¢ 14, cwattermeato dal Gl 41 essere

portatore, in forma mmo- 0 end- o etero-zigoticn, della sequenza
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di IINA o di suol Gammenti che eodificans le diverse soforme

di APP umana o lore franment in o I mubsione Alad73Vval

{o alre rtaziond al codone 673 & APPTI0 o tore franunenti) &
axsociata ad alive mutaziond
Mamifere  non umano  trans sgening seconde I
nvendicaziont 13-15, caratterizzatoe dal fats di essere portatore,
3 forma omo- 0 emi- 0 steroeigotics, della sequanza df DNA o
di suot franmment che codificans le diverse isoforme di APP
wnwna o loro franmnentt con mutszione Alad7IVal o aliys
routaziont al eodone 873 d APPTTO o loro frammenti, associat
a mutaziont nel gene codifivante o presentling 1 {PSENTL
Marpmafers  non umsno transgenico seconde e
revendicaziont 13418, caratiorizzate dal fatto & essere portatore,
i forma omo~ o emi- 0 elero-zigoticn, della sequenza 4l DNA o
diosuoy fammentt che codificano le diverse isoforme di APP
wmana o loro frammentt con mutamione AlGTEVal o alve

2op 4

mutaziond al codone 673 di APPT70 o lorg frammenti, assooat

3 mutazion: nel gene codificante 1o presamtling 2 (PSENZ)
Mamonifere.  non gmang bansgenico seoondos g

vivendioazioni 13-15, caratterizzato dal fatto di canere portatore,

&

%

in forma omo- 0 emi~ ¢ elero-zigotiog, della sequenza di DNA o

Vf

i suob fovamendi ohe codiftcgno e diverse soforme dU APP

pmana o lore franvmentt con muiasone AladT3Val o alire

mutaziont al codone 673 dy APPTTO o lorg frammwanl, associatl

a mutazioni nel gene codificante Ia proteina tau (MAPT).

a
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Mammifere  non  umano  fmnsgenice  secondo le
rivendicariont 13-15, caratterizeate dal fatto di cssere partatore,
i forma omo- o el o etero-zigotics, della sequenza & DNA o
di suoi frammenti che codificans e diverse isoforme i ARP
urmmng o orn frammentt con mndazione Ala6iIVal o alive
mutazioni al codone 673 & APPTI0 o joro franusenti, associat
a combinazioni di mutaziond nel geni PSEN] o/o PSENZ efo
MAPT,

Mammufere  non umano  transgenico secondo  la
rivendicazione 13, caratterizzato dal fatto di essers un knoek-in
noom UAPP endogena & sostituita wediante ricombinazione

omologe da APP wmana ¢ da suol Sanwnentt con mulazions
AlafT3Val o con gltre mustaziond al codone 673 & APPTTD o
loro frammenti, sotto i controlle ded promotore endogeno.

Mamrmmitfere fransgenico secondo le vivendicaziont 13-20,

aratterizeate dal o di essere un randitorg,

Mammifero transgenico secondo le rivendicaziont 13-240,
cavatterizzaty dal fatto di ssere unt topoe di gualsiast ceppo.

Animale transgenico cavatisvizaate dal fatte & essere un
gqualsiast organisn aninale che esprimna VAFE wmang o sust
frammentt con mulazions Alad73Val o altre mutaziont al
codone 673 di APPTYO o love frammenti, con le caratteristiche
senotipiche descritte nelle rivendicaziont 13-20 {sd ssemupio ¢
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24, Organismo transgenico caratierizzato dal Sitto & SHELTS Un

‘»i\ii}i‘aid‘%i "i??§i€?§ﬁ§>~i:}yg;;\'ﬂig;;}{) & O ﬁ)g;}w.{;&;‘i{}&g{} che Cbg?ii?ﬁﬁ;
UAPP umana o suol frammenti con ntazione Alad73Val o alire

mutaziont al codone 673 di APP770 o loro famment, con le
caratteristiche genotipiche desoritte nelle rivendicaziond 13-20

{ad esempio battert quali Escherichia Cok, Hevity, mudfs, eto)

RNA messaggero (mRNA)Y o frarenenti 8 csso contenenti

o
L

la sequenza nucleotidica corrispondente (mRNA “senso™) o
complementare (mBNA “antisenso™) al DNA codificante PAPP
urmema con mutazions Alaf73Val o altre mutaziont al codone

673 di APPTT0,

26, Uso i BNA o & suot frammenti, conformg alla

avendicazione precedente da  wtilizzare nell'ambito  della
tecnologia nota come AN interference (RNAD, In tutte le sue
possibili applicazioni,

yodi osuoi frammenti, conformg alle

i
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rivendicaziond 25 ¢ 26, nella diagnosi, prevensions ¢ terapia
patclogie whane ¢fo animwelt espriments una anomala
deposizions di sostanza Peamiloide efo simil-amiloide formata

A

g tessull uman 80

s

da gualstast sofonms 4 AR in organ
anmall,

Uso di sostanze conformi alla rivendicazions precedente, in

e
4]

cut una delle patologie ¢ rappresentata da forme sporadiche o

genetiche di AD con fenotips Lipico o atipico.

pad
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Boforme  dellAPE umena caratierizzate dal fatto i ©
presentare nutazione Ala673Val o altre mutaziond al codone

673 dt APPTTO

~».

Framwrentt dell” APP wmana, comprese tutte Je isoforme &
AR wcluse quelle troncate allNderminale oo estess o C-

terminale, caratterizeatt dal fatte di presentare mutasione

} . '«\“‘?‘." WL '\ » a‘;‘ v\‘ -‘ A R A“"‘ &
AlgbT3Val o altre mutaziont al codone 673 81 APPTTO,

Frapmenti dellAPP umana come nells rivendicarions

prevedente, rappresentant da ABL-A0, ABL4Y, forme ifroncate

all’Neterminale df APBI40 ¢ ARI-42 ¢ forme estese al C-

tenninale df AR -40 o AR o sequenee parziall deglhi stesst,
Fepndi sinteticl caralterizzat dal fatto 8t cssere analoght a

=

fromment della APP wmans conformi alle sivendicazton: 30 ¢

L
it

%

Peptih secondo I rivendicaziont 30-32, caratterizzal dal
fatto i contenere almeno un residue & amonunoaeido n forma
destrogira,

Peptidi secondo fo rivendicaziont 30-33, caratiortzeatt dal
fatte di contenere o o pig residul ammincacidicl madificat
miediante coniugazions con g miet di qualsian
mediante conugarione con gruppt chimicn di qualsias fipo.

Strutture  chuniche  numetiche non proteiche o solo
parziglmente proteiche conformt alle rivendicaziont 3034, per
fa preparazione &t farmact fnalizeatt alla diagnost, prevenziong

g0 cura 4 patologie umane oo animall carstierizzate dalls




fodnd

G35

anomala deposizions di sostanza Bramilotde efo simil-amgloide

i organt © fessutl umani &/o antmali,

Sostanze conforny alle rivendicaziond 30-35, caratierizzate
dal fato 4t pssere comiugate con molscole ohe fungono da
carriers in grado di veicolare tall sostanze al sito specifico ove
esercitare funzioni uiih alla diagoost, prevensions o curs &
patelogie umane ot animall caratterizzate dalls anowala
deposizione di sostanza f-amiloide efo simil-amiloide in organt
& tossutt urnand ¢/o animall

Use di sostanze conformit alle vivendicaziond 30-36, pear la
preparaziome di faomact finalizzat alla disgnost, prevenzione ofo
cura di patologie gmane oo antmall caratterizzate dally anomaly
deposivione di sostanea Peardlotde efo simil-amdioide in organt
e fessutt umant ¢'o animall,

Ust ¢t sostanze conformi alla rivendicazione precedenie &
cut una delle patologie & mppresentata da forme sporadiche o
genetiche di AD con fenotipo Hpico o atipico.

Lisp i sostanze confonm alle rivendicaziont 30-36,
caratterizzate dal fatto di essere carviers m grade dt vercolare

compostt ohimic di qualsiast tipo al sito specifico ove esercitars

o

funzion) ulill alla diagnosi, prevenzione ¢/0 curs di patologie
wmane /o animall caratterizeate dalls anomala deposizione &
sostanza Bramiloide ofo simil-amilotde i organt o tessutl uman

ofo animal




per lo studio della patogenest & malattie umane /0 antmalby

>

caratterizzate dalla anomala depoatzions di sostanzs Panionde

e/o strmtb-amiboide in organt ¢ tessull gmant o/ animali.

e

41, Llao i sostanze conformn alls rivendicazione precedente,
caratterizento dal fatto che una &1 dette patologie & rappresentata
da forme sporadiche o genetiche di AD con fenotipe fipicn o

alipiso.

b

Anticarpt policlonali verso proteine efo peptidi confornm
alle nivendicazioni 29-34,
43, Anticorpt monoclonall o lore fanmmentt (ingle-chain
guiibodies, nanobodicsy divetti verso proteine /o peptidh

cordormd alle rivendicaziont 26-34,

44 Uso di anticorpt conformi alle vivendicazioni 42 ¢ 43, per

preparazions O frmact fnadizeati alla dlagnosi, prevenzione e/o
cura g patologio wmans efo animall cavattorezate dalla anoala

B
11t

deposiziong i sostanya Bamibade oo simtbansiotde i orga

£ tessull wmant ofe animalt,

L5y
K

Uso di anticorpl verso proteine efo peptidi secopdo la
rivendicazione  precedente, i ow ung delle patslogie e
rapprosentaty da forpee sporadiche o genetiche ot ALY con

fenotipo tipico o atipico,

Uso del costrattt i ol alle rvendicamons 9-11 por Ia

S,
s

terapia  gonioa  somatica it patologie umane ¢ aninmb

ot
1
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varatierizzate dalla anomala deposizions di sostanza B-amiloide
e/o sumnl-amiloide in organt e tessull umand &0 animali,

User del costruttl dt cul alle rtvendicaziond 9-11, fn o Ia
terapin geniva somatica conforme alla rivendicazions 46

realizeata ulilizzando come vettort carriers hpidict o polimer

naturali o sintetiel,

Uso del costrutt di cul alle rivendicaziont 9-11, in cud In
forapis gemica somatica condorme alla rivendicasione 46 &

realizzats utthzzando come vettont agenti biolopict.

Uso det costruttd i ot alla rivendivazione precedants, in

ut ia terapia genica somatica sonforme alla rivendicazione 46 ¢

realizzaty utihzzando come vellort agentdt

e

Aralt {Adenovirus,

,(4

Adeno-associated virgs, SV, Retrovirus, ate)

Uso ded costrustt i o alle rivendicamons 911 per Ia

ranstezione di cellule autologhe di persone affette da patologie

di cut alle rvendicaziont 37 ¢ 38, da anlizzare nella terapia
cellulave di detie patologie,

Uso der vostrutti d ot alle rivendisasiont 9-11 per Ia
transtezione & cellule sterologhe o xencloghe da utihizzare nells
terapia cellulare deolle patologie @ out slle nvendicaziom 37 ¢
38

ilso delle cellule & out alla rivendicazione 12 ¢ degh
organismy gencBicamenie modificatt secondo ke rivendicazion

Bey

1324 come modelll per lo studip della patogenest ¢ per la




(351
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diagnost, prevenziong @

"’? )
“)

rivendicazion: 37 & 38,
Uso delle cellule & cul alla nivendicazione 12 ¢ degli
orgarusmi gensticamente modificatl sscondo le rivendicaziom

13-24 por la produzions & proteine efo peptidi df cwt alle

rvendicazion 2831,
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GLOSSARID

e

Al = Malaitia di Alzhetmer
ALY = Frammento Ceminale che deriva 8 taghio &5 APP da

parte deila Ul-seoretast

AFPPF = Profeina Precursore della Oeandloide
APFre= Animale knock-out per APP endogens
ARPg sa = APP Miid“i}p@
APPore™ APP con mutazione Ala>Val al codone 873

AP = Bamiloide, peptide dertvante dal catabolisrao dellAPP
BACE = f-seoretasi

= pata di basm
Celtule COS = gollule di reng & masehio adulte &1 cercopiteco

gtiope rasformate con un mutanis difettive del virus §V40
Celiule CHO = Cetlule dervate da ovaio di Haroster cinese
DHPLC = Denaturing high performance hquid chyomatography
DNA = gotdo deossintbonusleico

FAD = Forma fmliare della malattia & Alsheamer

HPLC = High performance hguid chromatography

BuAPP = APP umana normale

hudPPyy = topl transgenict esprimentt APP umans  con
mutazione Alg>Val in posizione 2 41 AB
W APP, = 1opl ransgentct esprimentt APP umana witld-type
MAPT = gene codificants Ia proteing tan

moAPP = APP murina

moAPP™ " topi con normale espressione di APP

40




s
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oA PP = topt knock-out per Ta APP endogena
mBNA = BNA messaggers

Mut = mutato

Penev = Promotore del Oilomegalovings

PUR = Polymerase chain reaction

FSENT = Presentima |

FRENZ = Preseniima 2

RA = Risonanza magneiica

RMNA = goido ribomucleico

’2”

Al RNA ifnterference

sAPPR = Frammento solubile che derive dal taghin & AFP ¢

W= wild-type

&R

,

ta

1 mitto come sostanziaimente deseritto, Hlustrato, rivendioato ¢

per gl scopt W
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Figura 1. deragiont newopatslogiche  nella wmolasio o

Alsheimer: Placche senilt {(indivate da frecee) o degeneraziond
neurofibritlan (i marrone sowre). Le placche senili sono fonmate
da Peamiloide & da una coroma di neuritt disroficl, Le

&

degenerazioni neurofibrillari sono formate da tau iperfosforifata.

fido

{Corteccia cerebrale; impregrazione argentica).
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sociate o malattia

Figura 3. Mutazioni del gene 4PP a

shro-wvascolare (Indicate I rossol

Alzheimer ¢ ad Amiloidosi o
La AR 142 & indicata in giallo, e la lines rossa tratteggiata divide

la parte di AP codificata dall’osone 16 ¢ dall’esone 17 del gene

al residue 673 di APPTTO.
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Genotipo nella norie o aon sonoscing

Figura 4. Albervo genedlogion del proposite.
Famighia M = ramo materno; Famiglia 5 = ramo patemoe. 1 due
soggetti cerchiall in rosso sono la stessa pessona. [ propesite ¢

indicato dalls feceta, T numernt in to indicano Petd astiuale
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Figura 6. dnalisi medionte digestione con enzimi o vestrizione &
wn frammento di DNA contenente Desone 18 del gene APP.

B franmoente df DNA € stato amplificato mediante PCR. H
prodotte dE amplificazione ¢ stato sottoposto a digestions con
Penziina HpYCHEY ed 1 prodotti dt digestions sono stati separatt
medianie eletiroforest su gel di agarosio. Wi = sogpetto nonmale; A
= soggetfo con mutazione sterozigote Ala673Vall B = soggetio con

mutazione omozigote Alad73Val
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Livelll plasmaticl di AR

Lo
LR
-]
ABTIV St

oy

Figara 7. Confronto ta § valori &f ARI-40, 48142 wiscontrati nel

plasma del proberde e inun gruppo di comrelll negativi,
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Livelll di AR pel modiun ) Hbroblast In collurs
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Figura 8. Confronto tra § valori i ABI40, ARL42 ned medivm d
fibrablasti im coltwra prelevari dol probamdo ¢ &b guell

appartessenti ad un controllo negative,
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Livelit o AY-42 ned Bguor
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Figura 9. Confronto tra § valord i AR1-42 wilevasi nel liguor del

probando {46731 ¢ In un gruppe & controlli normall (Cirl),
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Figura 18, Confronto dra § valori di proveing

Sosfordlava wel Hguor del probande (4673
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Figurg Tl Cosgronto tra la struttura secondaria del peptide wild-
* e E3
.

fpe (WT) & guelle muiato (MT) ¢ della miscela del due

(W MTN valutata dopo 7 plovnd 8 incubazione,
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Figura 12 Confronte tra lo sedimeniabilivd del peptide wild-type

T, i quello mutare (MT) e della miscela dei due (WTHMT)
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24 ore di incubazione

Microscopia Elstironics

Figura 13, Ultrasprutiura e propriete tintoriall degli  aperegati

Jormart dal peptide wild-type (W1, da quelle mutaro (M) ¢ dalln

defla wmisesla deit due (WTMT dopo 24 ore dl incusbazione

Llesame ultrastrutiveale dioestra ohie solo 1] peptide mutato forma

v

segregati fbridlan dopo 34 ore di moubazions, U dato viene

confermate anche dall’esame alle luee polarizeata, ohe dirnostra

presenzs di binfrangenza solo nel campion & peptide mutato,




20 giorni di incubazione

Microscopia Blattronioa
St

Figurg 14, Ultrastruttura e proprieny tintoriali deglil aggres

Jormati ded peptide wild-type (W0, da quello mutate (MT) ¢ dalla

della miscela del due (WTMT) dopo 20 piornd & incubazione,

All’esame ultrastrutturale 31 pud notare che la maggior parte del
materiale presente nella miscels ded due peptict ¢ amorfn. Lesame
i luce polarizeata dopo colorazione con Congo rosso conferm che

ta mscela det due peptidi forma sggregant congofili in misura

moito mferiore nispetn al peptide wildetype ed al peptde mutato,
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| 120 h di incubazione
in asserea o presenza di un esapeptide
contenenie la mutadione

Figura 13, Ulrrozprusiura ¢ proprield fintosiadi degli

Jormatl da ABI0 wild-type incubaio per § giorsd in assenzu

presenza di esapeptide mutata, in rapporio molave di 123,

Stpud notare che in presenza G eccesso & esapeptide mutato I

capacith di formare fheille amilowdt da parte del peptide ABL-40

risults pressoche completamente abolita.
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Livelli of AR nel mediure & COBT ransfoliate con APP
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Figura 16, Confronto tra i valori di ARL-48 ¢ 48142 nel medinm
di COST wansfeitate con APP 4673V e & COST sranyfeniare con

APP wild-ty psf

Livalit ¢ AR nel medium & CHD transfetiste con APPR
2640

150 BARIA0 |

AR |

susssBed
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ARR ABTRY A?’F wi

Figura I7. Confronto tra § valori d&f AB1-40 ¢ ABI-42 nel medion

di CEO gansfettate con APP AGT3V ¢

APEF wild-type.
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Figura 18, Schema del costrutio v clcedante APP umans wili-type

¢ con mutanione da>Val in posizione 2 J Al wiliszato per o

SLENICE

produzione di topl fransge:
L'APE umana wild-fype € stata introdotta nel plasmide pT8C21,
softp i1 controlle del promotors muwine Thyl2, Mediante

mulngenssl € stata suseessivamente wirodotta o motazione.
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Figura I8, Schema i “breeding” dei topl wransgenici CSTBI
portatort della mutazione Ala>Val in posizione 2 di 48

{ topt transgenict esprimentt APF wmana con mutazione Ale>Val in
posizione 2 di AR ad APP endogens (Tg moAPP™ hudAPP..0
saranno incrociatl con topt koock-out per DAPP endogens (Tg
moAPPYY com da ottencre topl (Tg moAPP™ huAPP..)
esprimenti esclusivamente APP gmans con I mutaztong. Questy
gltimi verranne infine incrociafl con topl transgenict per APP
gmana  wild-typs  per ottensre anbmall eterozigot

{huAPP hudAPP b




	Page 1 - BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - DESCRIPTION
	Page 13 - DESCRIPTION
	Page 14 - DESCRIPTION
	Page 15 - DESCRIPTION
	Page 16 - DESCRIPTION
	Page 17 - DESCRIPTION
	Page 18 - DESCRIPTION
	Page 19 - DESCRIPTION
	Page 20 - DESCRIPTION
	Page 21 - DESCRIPTION
	Page 22 - DESCRIPTION
	Page 23 - DESCRIPTION
	Page 24 - DESCRIPTION
	Page 25 - DESCRIPTION
	Page 26 - DESCRIPTION
	Page 27 - DESCRIPTION
	Page 28 - DESCRIPTION
	Page 29 - CLAIMS
	Page 30 - CLAIMS
	Page 31 - CLAIMS
	Page 32 - CLAIMS
	Page 33 - CLAIMS
	Page 34 - CLAIMS
	Page 35 - CLAIMS
	Page 36 - CLAIMS
	Page 37 - CLAIMS
	Page 38 - CLAIMS
	Page 39 - CLAIMS
	Page 40 - CLAIMS
	Page 41 - CLAIMS
	Page 42 - DRAWINGS
	Page 43 - DRAWINGS
	Page 44 - DRAWINGS
	Page 45 - DRAWINGS
	Page 46 - DRAWINGS
	Page 47 - DRAWINGS
	Page 48 - DRAWINGS
	Page 49 - DRAWINGS
	Page 50 - DRAWINGS
	Page 51 - DRAWINGS
	Page 52 - DRAWINGS
	Page 53 - DRAWINGS
	Page 54 - DRAWINGS
	Page 55 - DRAWINGS
	Page 56 - DRAWINGS
	Page 57 - DRAWINGS
	Page 58 - DRAWINGS

