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Se si considera la durata della vita umana negli ultimi secoli, si scoprono notevoli
differenze: la vita media delle popolazioni dell’antica Roma non superava i 30-40 anni; i
“romani moderni”, invece, vivono circa il doppio.

Alla base di tale fenomeno non esistono cambiamenti genetici della specie umana, ma
influenze ambientali, quali il miglioramento delle condizioni di vita e i progressi della
medicina. Al contrario, la durata massima della vita (120 anni circa per I'uomo) e
determinata geneticamente e non & cambiata nel corso della storia della nostra specie.
Ogni organismo vivente ha un suo programma di invecchiamento e di durata della vita
geneticamente determinati, ad esempio, le tartarughe marine e i pappagalli superano il
secolo di vita, mentre un cavallo non arriva a 30 anni.

Dal punto di vista strettamente teorico ed evoluzionistico ci sono importanti
considerazioni da fare sulla reale funzione dei geni che regolano I’invecchiamento, ogni
specie ha, nel proprio corredo genetico, geni che limitano la durata della vita e che quindi
inducono I’invecchiamento.

Nel 1920 Freud ipotizzava I’esistenza della pulsione di morte, un istinto della materia
vivente a tornare allo stato inorganico che, a suo modo di vedere, avrebbe agito come
primum movens di ogni azione degli organismi viventi.

Che nessuna cellula sia eterna e che tutte muoiano & un concetto da tempo valido in
biologia. Che la morte svolga un ruolo decisivo nel conferire forma e funzione ai tessuti

adulti, al contrario € un evoluzione relativamente recente.
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0 si rinnova continuamente, eliminando cellule
invecchiate o danneggiate e sostituendole con nuove cellule sane.

Questa operazione cosi normale, pero, deve essere eseguita con estrema precisione,
qguando alla cellula giunge il segnale, comincia a “smontare” le strutture interne e si
suddivide in piccoli frammenti che possono essere consumati rapidamente dalle cellule
vicine attraverso un processo di fagocitosi operato da cellule specializzate chiamate
macrofagi.

Negli ultimi trent’anni sono pochi i temi di ricerca che hanno influenzato la scienza tanto
quanto il chiarimento dei meccanismi che si trovano alla base della morte cellulare.
L'iniziale studio di questo processo, che ha visto i propri albori nell'ottocento, si &
sviluppato fino al 1965 attraverso la raccolta di descrizioni strettamente morfologiche e di
osservazioni occasionali in sistemi cellulari molto distanti tra loro.

Tra gli anni '60 e '70 si verificano due importanti eventi in grado di dare un‘accelerazione
decisa agli studi sulla morte cellulare: nel 1965 Lockshin e Williams affermano per la
prima volta che la morte delle cellule durante lo sviluppo di organismi pluricellulari
awviene tramite l'attuazione di un programma ideato appositamente per tale scopo, tale
fenomeno fu chiamato da allora in poi “morte cellulare programmata”.

Circa trent’anni prima, in un laboratorio spartano, Rita Levi Montalcini descrisse
dettagliatamente il processo di morte di intere popolazioni nervose nella fase iniziale dello
sviluppo embrionale.

Solo nel 1972 pero, Kerr e Wyllie, raccogliendo l'eredita di numerose osservazioni,
affermano che la morte della singola cellula & un processo inducibile in diverse situazioni
fisiologiche e che & costantemente accompagnato dalla espressione sequenziale di

specifici caratteri morfologici.
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mine di “apoptosi” che fu definitivamente provato da

, q de Caernorhabdirtis Elegans nel 1986.

Figura 1 — Lo studio dell’apoptosi parte dal piu famoso dei vermi trasparenti, il
Caernorhabtis Elegans, durante il suo sviluppo si formano 1090 cellule: 959
resteranno a far parte del verme adulto e 131 vanno incontro ad apoptosi.
Esperimenti di mutagenesi in cui il pattern di morte cellulare é alterato ha dato un
grosso aiuto all’idetificazione di regolazioni apoptotiche ritrovate anche nei
mammiferi per analoghi.

Secondo questo studio la morte della cellula appare essere I’esito finale di una serie di
reazioni programmate secondo uno schema genetico il cui fine precipuo sarebbe quello di
eliminare cellule che potrebbero esser pericolose.

Grazie a tali definizioni si € entrati a pieno titolo nella moderna ricerca nel campo della
morte cellulare, che ha portato alla progressiva scoperta dei processi biochimici e genetici

che regolano la PCD, (Programmed Cell Death).
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onente molecolare nel sistema della morte cellulare,

ro che la comprensione di un numero crescente di
fenomeni cellulari fisiologici, e delle loro aberrazioni patologiche, sarebbe stato possibile
solo attraverso la descrizione dei sistemi molecolari che controllano il meccanismo
apoptotico.

Oggi & conoscenza scientifica consolidata che molte malattie derivano da un'errata
realizzazione dell'apoptosi, nei termini sia di un'eccessiva eliminazione di cellule
necessarie all'organismo, sia della impossibilita di eliminare cellule potenzialmente
dannose.

L'evoluzione ha messo a punto complesse strategie che sottopongono frequentemente le
cellule del sistema immunitario a cicli di proliferazione-selezione allo scopo di
riconoscere con efficienza ed efficacia elementi estranei ed attuare gli specifici
meccanismi di difesa, si tratta di un continuo turnover cellulare che ¢ fondamentale sia
nell'acquisizione delle competenze immunologiche, durante lo sviluppo e nell'adulto, sia
nel controllo della risposta immunitaria.

Il meccanismo attraverso cui il sistema immunitario opera, & basato sull’eliminazione sia
di cellule inefficaci o non piu utili, sia di quelle potenzialmente autoreattive, tramite
I'induzione dell’apoptosi.

Non a caso la maggior parte delle conoscenze disponibili sul processo apoptotico
derivano proprio dallo studio di modelli in vitro che si basano sull'uso di cellule di origine
immunitaria.

Se “tuttavia” il processo apoptotico degenera o non é piu controllabile, si verificano

disfunzioni cosi gravi da condurre alla morte il soggetto.
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alto rischio di mortalita e determinate da errori nei
meccanismi di controllo della morte cellulare.

Una caratteristica di molte di queste disfunzioni - che comprendono le conseguenze di
traumi cerebrali, di danni vertebrali, la sclerosi laterale amiotrofica (ALS), il morbo di
Huntington, il morbo di Alzheimer, il morbo di Parkinson- € la morte di cellule neuronali.
Il tessuto del Sistema Nervoso Centrale &€ a numero limitato di cellule, € quindi di
importanza prioritaria per il nostro organismo limitare i danni causati dalla morte cellulare
dello stesso.

Nel corso del processo di senescenza vi € un coinvolgimento differenziale delle varie
funzioni vitali: quelle vegetative restano invariate o con scarse variazioni di rilievo, un
gruppo di funzioni invece, come quella renale, quella muscolare e quella cerebrale,
risentono della riduzione della massa attiva tissutale (la massa cerebrale presenta una
diminuzione di circa il 15% in volume), mentre un terzo gruppo, quello delle cosiddette
funzioni di riserva — per esempio la riserva cardiaca — presenta un declino spiccato.

Lo studio dell’invecchiamento cellulare ¢ un’area cruciale per la comprensione del
processo di senescenza; occorre tener presente, tuttavia, che nel nostro organismo esistono
tipi di cellule diverse che reagiscono in maniera diversa al trascorrere del tempo.
Invecchiamento e longevita sarebbero quindi il risultato di un equilibrio modificatosi nel
corso dell’evoluzione fra meccanismi pro e anti invecchiamento costituiti in una sorte di
rete di difesa organica la cui efficienza € indispensabile per il funzionamento del sistema
immunitario e neuro-endocrino, che contrastano le malattie senili.

Il sistema immunitario, infatti, € uno dei settori in cui il processo di senescenza incide di
piu: i linfociti T prodotti dal timo, una ghiandola che con I’eta va incontro ad involuzione,

diminuiscono, le reazioni auto-immuni sembrano aumentare con I’etd, determinando tutta
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nuali: sclerosi multipla, artrite, infiammazioni della

Le molecole ossidate, che sono le piu reattive, sono anch’esse implicate in disturbi tipici

della senescenza, tra cui I’aterosclerosi, il cancro e varie forme artritiche.

In molte di queste malattie sono implicati lipidi ossidati che si accumulano nelle cellule

piu vecchie comportandosi come radicali liberi.

MATURAZIONE LINFOCITI

selezione

negativa @
selezione @ @

Po sitiva
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Figura 2 - Alternarsi di fasi di proliferazione e delezione in due momenti della vita
del sistema immunitario. La maturazione dei linfociti nel midollo osseo e nel timo
presuppone la selezione negativa dei linfociti autoimmuni o non funzionali (pannello
superiore). Nell'omeostasi dei linfociti si assiste ad un continuo controllo selettivo che

nelle
nella
ecces

fasi di “quiete” si realizza a carico delle cellule native e della memoria, mentre
fase finale di una risposta immunitaria, prevede la delezione dei linfociti in
s0. La mancata realizzazione dell'attivazione dei linfociti porta al fenomeno

dell’anergia e della delezione periferica.

Gli effetti dei radicali liberi sono: distruzione di particolari enzimi, la perossidazione dei

lipidi

con effetti sulle membrane e sul DNA di mitocondri, che, com’é noto, forniscono

I’energia necessaria ai processi cellulari.
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ti organuli cellulari viene danneggiata, la cellula

ergetici e quando un certo numero di cellule fosse
messo fuori uso, I’organo di appartenenza comincerebbe il declino della propria attivita.
Disturbi cronici della terza eta, come ad esempio il diabete, sarebbero da ricondurre ad
una mancata funzionalita mitocondriale dovuta all’azione dei radicali.

In una ricerca condotta sui linfociti di diciassette centenari, esposti all’azione di radicali
liberi, si & potuto verificare che la loro capacita di resistere agli stress ossidativi era del
tutto fuori standard, superiore cioé alla media di quella di soggetti giovani, inoltre la
presenza di lipoproteine ossidate nel sangue era significativamente inferiore.*

Sembra comunque che il processo di senescenza generale sia controllato da un numero
limitato di meccanismi di difesa a livello molecolare e cellulare, caratterizzati dal fatto di

essere ancestrali ed universalmente presenti in tutte le specie viventi, essi sono:

Meccanismi di riparazione del DNA

- Produzione di proteine da stress — immunoglobuline e citochine

- Antiossidanti enzimatici e non

- Attivazione dell’enzima nucleari poli (ADP- ribosio) polimerasi

- Induzione della morte cellulare programmata o apoptosi.
Le maggiori modificazioni che si possono osservare nell’ invecchiamento sono:

- il tessuto connettivo che circonda i vari organi subisce modificazioni strutturali
indurendosi, cio favorisce deposito di grasso sulle pareti dei vasi sanguigni che
restringono il lume determinando minor apporto di sangue a tutti gli organi,

cervello compreso;

1 Centro Nazionale Ricerche, Studio Longitudinale Italiano sull’Invecchiamento — ILSA
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papille gustative e la densita salivare aumenta

to della soglia di elicitazione delle risposte di tipo

gustativo da parte del SNC;

la sensibilita olfattiva decresce con la perdita di cellule sensoriali nel tessuto delle
cavita nasali ed una ridotta efficienza di quelle del bulbo olfattivo che producono
un innalzamento della soglia per la percezione degli odori;

la vista subisce un declino evidente e consistente, oltre alla ptosi del sopracciglio
(abbassamento della linea del sopracciglio a causa della perdita di tono del
muscolo) per la perdita di tono del muscolo che regola i suoi movimenti, si assiste
alla comparsa della presbiopia, astigmatismo, tendenza all’opacita del cristallino a
causa del mancato apporto di ricambio sanguigno e cellulare e sclerotizzazione
della cornea. La retina, a causa della diminuzione di apporto di ossigeno, tende
essa pure a subire danni che comportano la supplementare perdita di acuita visiva,
di percezione dei colori — fino al 25% in meno nella sesta decade e 50 % in meno
nell’ottava decade — e la riduzione del campo visivo. Si € registrata una
diminuzione delle fibre nel nervo ottico, e nella zona 17 di Brodmann, in terza eta
che causa un ritardo nella percezione di informazioni visive e della velocita di
processamento a livello delle strutture superiori;

le strutture uditive e vestibolari vanno incontro ad un deterioramento che produce
nelle prime, un innalzamento della intensita della soglia per toni puri ed una
perdita sensibile della gamma di suoni che rientrano nelle alte frequenze; la
discriminazione tra i vari suoni di un discorso, quindi, peggiora con I’eta. La
degenerazione delle funzioni vestibolari sembra essere inferiore e interessare
proporzionalmente meno il nervo vestibolare, i problemi di vertigini ed equilibrio

della postura lamentati in terza e quarta eta, sarebbero da collegare a difetti di
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zioni ai livelli superiori del coordinamento visivo e

la soglia della sensibilita cutanea aumenta con I’eta, sia pure in minor percentuale,
nel genere femminile ma comunque con un dislivello oltre il 10 % fra la prima e la
settima decade, vi e perdita di grasso sub-cutaneo e di elasticita, diminuisce la
capacita di cicatrizzazione e la sua velocita;

Iattivita degli osteoblasti nell’apparato scheletrico si riduce a discapito della sua
stessa generazione; di contro, aumenta I’attivita osteoclastica. Spesso una reazione
autoimmune localizzata nelle giunture tendinee porta alla formazione di artrite con
conseguente irrigidimento delle articolazioni;

il sistema cardiovascolare mostra degenerazioni legate alla perdita di elasticita dei
vasi sanguigni e la massa muscolare cardiaca diminuisce con un concomitante
aumento della massa fibrosa. Il lavoro cardiaco, il consumo di ossigeno sia a
riposo che sotto sforzo e il ritmo cardiaco risultano diminuiti mentre la resistenza
vascolare periferica aumenta;

nel sistema respiratorio I’area collegata allo scambio di gas respiratori diminuisce.
Vi & un decremento dell’elasticita degli alveoli e la capacita respiratoria vitale
diminuisce assieme a quella di trasferimento dell’ossigeno nel sangue e del suo
caricamento sulle molecole di emoglobina. Il consumo di ossigeno da parte dei
tessuti diminuisce;

nel sistema gastrointestinale si registra un’atrofia del tessuto della mucosa orale ed
un deterioramento della dentatura, I’atrofia delle mucose dello stomaco e la
diminuzione dell’acidita dei succhi gastrici, il tutto porta ad una ridotta e

imperfetta assimilazione dei nutrienti.

10
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inuisce e cio impedisce agli anziani la corretta

ed ormoni. Nel metabolismo e nella composizione
organica si assiste alla diminuzione del tasso metabolico —maggiormente negli
uomini — i liquidi cellulari e le masse cellulari diminuiscono, il sistema di
regolazione della temperatura interna va incontro ad un netto declino riducendo la
capacita di adattamento a stress termici.

nel sistema endocrino I’ipofisi non risulta soggetta a variazioni di rilievo ma ad
una riduzione della vascolarizzazione ed ad un aumento del tessuto connettivo. I
valori ematici di alcuni ormoni tendono ad elevarsi, come quelli dell’ormone
follicolostimolante, luteinizzante ed antidiuretico.

La somatotropina, presente in maniera consistente nella corteccia pre-frontale,
cessa di entrare in circolo in maggiori quantita durante I’esercizio fisico come
accade in soggetti giovani, solo la somministrazione di L-Dopa puo riportare nella
norma I’erogazione di questo ormone facendo cosi sospettare deficit nel processo
di attivazione ipotalamico mediato da dopamina®. Le ghiandole surrenali vanno

incontro a diminuzione di peso e modificazione della struttura interna.

Anche il sistema nervoso, naturalmente, invecchia soprattutto la regione encefalica, a

partire dai 50 anni si determina un’evidente diminuzione del numero dei neuroni e cellule

gliali, si evidenzia una marcata atrofia dei giri neocorticali, con conseguente allargamento

dei solchi e dei ventricoli, si osservano inoltre perdite dei neuroni dell’ippocampo pari ad

un decremento del 5% ogni dieci anni nella seconda meta della vita.

L’atrofia neuronale nella specie umana riguarda essenzialmente il neocortex, cioé lobi

frontali, temporali, parietali e occipitali, con un tasso di riduzione cellulare piu marcato

nel maschio (3,5%) che nella femmina (2%).

2 Kenney 1989

11
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in decremento del volume cerebrale legato all’eta si

lobo frontale e che le riduzioni sono sessualmente
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Figura 4 - A livello sperimentale si e potuto constatare un percorso enzimatico
distinto e differente dei segnali apoptotici nel cervello femminile e in quello
maschile.

Le ripercussioni funzionali sono costituite da perdite selettive dell’informazione in entrata
ed uscita dal neocortex e conseguente diminuzione dello scambio di imput fra aree
superiori neocorticali e restante sistema nervoso. | disturbi della percezione, derivanti dal
deterioramento di queste comunicazioni, determinano nell’anziano una condizione di
isolamento sensoriale che lo porta a perdere progressivamente contatto con le dimensioni
spazio—temporali dell’ambiente, riflettendo ripercussioni sulle strutture cerebrali

superiori. 1l processo di invecchiamento produce importanti modificazioni della velocita

3 Cowell et al. 1994
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implicati nella sintesi delle catecolamine, cosi come
dell’acetilcolina, implicata nello svolgimento delle funzioni mnemoniche, e del GABA,
quest’ultimo spiccatamente nell’area talamica. | valori di concentrazione degli enzimi che
contribuiscono alla rimozione dei neurotrasmettitori monoaminergici — MAO o
monoaminossidasi— aumentano in diverse zone del cervello.

Tutti questi effetti biochimici potrebbero essere attribuiti ai processi ossidativi causati dai
radicali liberi®, la micro -vascolarizzazione tende ad attorcigliarsi, diventare pil tortuosa,
meno ben distribuita, ne consegue una diminuzione dell’irroramento delle lamine piu
profonde delle aree corticali. Tutto cio contribuisce alla perdita di cellule e ad un calo
della funzionalita delle aree colpite, sotto queste condizioni, la barriera emato- encefalica
puo deteriorarsi permettendo il passaggio di sostanze nocive.

Il quadro generale del sistema nervoso invecchiato € quello di un declino di efficienza,
che coinvolge sia il sistema di ricezione degli stimoli, sia gli elementi stessi del sistema
nervoso. Una riduzione dei neuroni sia centrale che periferica, limita il flusso di
informazioni, i restanti tendono a diminuire di volume, forse, in parte come risultato di un
metabolismo proteico difettoso, come potrebbero suggerire i disuniti livelli di RNA. La
maggior parte del decremento delle dimensioni delle cellule € attribuibile al
restringimento ed alla sparizione dei dendriti. Essa & accompagnata anche da una
diminuzione della densita sinaptica, sia dei dendriti apicali che basali. Gli assoni di alcuni
neuroni pre-frontali, specialmente le cellule piramidali del Il livello, mostrano un
allargamento fusiforme del loro segmento prossimale che pare collegato con il deposito

intracellulare di sostanze, come la lipofuscina.

4 Kenney, 1989
5 Selkoe,1992

13


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

: Your complimentary
— use period has ended.
Thank you for using

t CO m p | ete PDF Complete.

Click Hereto rali sembra essere la prima fra le strutture cerebrali a

ossequio alla legge che quelle parti della neocorteccia
che maturano per ultime sono perd le prime a deteriorarsi e sono le piu vulnerabili a
processi geriatrici. Nella Corteccia Pre — frontale il neurotrasmettittore che sembra
maggiormente coinvolto con le sue alterazioni nei disturbi legati all’invecchiamento € la
dopamina, si sono infatti registrate involuzioni del sistema dopaminergico, legate all’eta,
nella corteccia prefrontale dei roditori, di scimmie e dell’uomo. La demielizzazione degli
assoni pre-frontali con conseguente rallentamento dell’impulso nervoso é stata dimostrata
tramite I’esame di potenziali evocati collegati ad un evento uditivo in soggetti di eta
compresa tra 65 e 72 anni. L’aumento dei tempi € stato correlato ad una diminuita
capacita di attenzione, decisionalita ed abilitd di riferimento cognitivo, tutte funzioni
tipiche dell’organizzazione pre-frontale.

L’atrofia neuronale, pero, non é peculiarita esclusiva del processo di senescenza, e, non €
necessariamente negativa per la funzionalita cellulare, i neuroni inoltre, grazie alla loro
plasticita, possono sopperire all’atrofia di cellule vicine incrementando I’arborizzazione
dendritica. L’ invecchiamento puo essere definito come la somma di tutte le modificazioni
che si verificano, con il passare del tempo, nell’'uomo ed in ogni altro essere vivente, e che
portano alla menomazione funzionale ed alla morte. Esso puo avere un andamento
eugenico, quando cioé i parametri sono statisticamente tipici di quella specie di individui,
oppure patogenico, quando intervengono fenomeni di tipo patologico che alterano o
esasperano il naturale decadimento fisico e psichico portando il soggetto ad una morte che
puo essere definita prematura. L’apoptosi sembra inoltre essere coinvolta in numerose

malattie neurodegenerative caratterizzate dalla perdita graduale di specifici gruppi di

14


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Your complimentary
- use period has ended.
B 3 CO m p I ete Thank you for using
PDF Complete.
Click Here to upgrac
Unlimited Pages

rkinson, la sclerosi laterale amiotrofica, la retinite

le ed il morbo di Alzheimer®.

Non bisogna, percio, porci nell’ottica di presunzione del fenomeno apoptotico come di un
processo degenerativo: la mancata, o difettosa, sostituzione delle cellule che muoiono,
con altre funzionali e in condizioni perfette € un principio fondamentale dell’integrita dei
tessuti viventi, laddove I’accoppiamento della morte con I’eccesso di riproduzione porta
al tumore o a insufficienze funzionali si instaura una situazione patologica dagli esiti
spesso mortali.

Freud, dicevamo, ipotizzo il primum movens nella pulsione di morte, il fatto che, 60 anni
piu tardi, si sia scoperto all’interno di ogni singola cellula un programma genetico il cui
risultato ultimo é il suicidio, torna a proporre in maniera piu aggiornata la teoria

freudiana.

¢ Thompson, 1995;-Yuan,and-Yankner, 2000
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Definire cosa é la morte per una cellula é stato un compito arduo per i biologi molecolari;
la cellula infatti, pur essendo I'unita fondamentale dell’organismo ha segnali che
caratterizzano la propria vitalita non cosi evidenti. Di una cellula non possiamo evincere
la sua vitalita dalla respirazione o dal battito cardiaco come accade per gli organismi
pluricellulari.

Percio fino dagli anni ’70, in base agli studi di Alexis Carrel, si riteneva che la morte
cellulare fosse unicamente la conseguenza di eventi traumatici o patologici, legati a
grossolane perturbazioni dell’omeostasi quali ipossia, ischemia, ipertermia o
avvelenamento da tossine, che portavano alla necrosi di vaste porzioni del tessuto colpito
0 alla morte dell’intero organismo.

Va evidenziato che la morte cellulare non coincide con la morte dell’individuo; un organo
infatti rimane vitale per diverse ore e questo permette di eseguire trapianti di organo
quindi I’apoptosi non pud nemmeno essere legata esclusivamente ad eventi di natura
traumatica o patologica.

La teoria genetica dell’invecchiamento attualmente piu accettata, quella definita da
Medawar nel 1949, sostiene che i geni che determinano la senescenza svolgono una
funzione importante nella prima fase di vita dell’individuo, fino alla riproduzione ed al
completamento dell’allevamento della prole; questa funzione, qualungque essa sia nello
specifico, sarebbe vantaggiosa per la specie e rappresenta il motivo per il quale questi
geni sono stati selezionati durante I’evoluzione e per il quale esistono.

Quello che invece avviene dopo la riproduzione non sarebbe piu oggetto della selezione

genetica operata dalla natura, dal momento che tutti i caratteri, con I’avvenuta
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ecchiamento sarebbero quindi effetti secondari
dell’attivita di geni che hanno ormai svolto la loro funzione essenziale e che col tempo
darebbero origine a fenomeni nocivi per I’individuo, come I’invecchiamento.

Di contro, la teoria cellulare attribuisce alla cellula tutte le caratteristiche tipiche di un
organismo pluricellulare, & quindi naturale attendersi che, come tutti gli organismi, anche
la cellula vada incontro a senescenza e a morte.

Da studi inerenti lo sviluppo e la metamorfosi degli invertebrati ¢ stato sempre piu
evidente che esiste anche una morte cellulare di tipo fisiologico, che, come tale, non causa
inflammazione e dolore, la deduzione e stata che avesse finalita proprie, che fosse
conseguenza della senescenza e che contribuisse all’omeostasi cellulare.

Le ricerche di Hayflick dimostrarono che le colture in vitro non si mantenevano
indefinitamente, ma si esaurivano spontaneamente dopo un certo numero di duplicazioni;
questo apri la strada verso lo studio di questo tipo di morte fisiologica.

Da allora gli studi sull’apoptosi si sono moltiplicati esponenzialmente e nel corso degli
anni ne hanno definito la caratteristiche morfologiche e biochimiche, mentre molto ancora
resta da scoprire sui meccanismi genetici di segnalazione, regolazione ed induzione.

E’ stato dimostrato che questo programma di morte é presente nel codice genetico di tutti
gli organismi eucarioti multicellulari ed in questi la maggior parte (se non tutte) delle
cellule, hanno la capacita di auto-distruggersi mediante I’attivazione di un programma di
suicidio al quale sembrerebbero fare eccezione solo le cellule particolarmente
specializzate quali quelle del muscolo cardiaco e del tessuto nervoso.

Le cellule hanno la capacita intrinseca di riuscire a gestire il delicato equilibrio tra

sopravvivenza e morte: da una parte I’ingresso in divisione cellulare o la permanenza in
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apoptosi. In entrambi i casi, le cellule partecipano

Per questo motivo, I’apoptosi é da considerarsi una manifestazione del funzionamento
della cellula. Infatti, alterazioni nel sofisticato programma apoptotico o nei suoi
meccanismi regolatori, spostano, inevitabilmente, tale equilibrio verso un’instabilita
talvolta dannosa per I’organismo che si manifesta sotto forma di malattie degenerative
tumorali.

Recentemente, in modo interessante, I’esistenza di fenomeni in certa misura comparabili
all’apoptosi sono stati descritti anche in organismi unicellulari ed in cellule di procarioti
sottoposte a diversi tipi di insulti.

2.1 Significato Biologico

La morte cellulare apoptotica & un processo regolato in tutti i suoi aspetti molecolari,
biochimici e morfologici ed €, inoltre, un processo svolto attivamente dalla cellula;
richiede infatti dispendio di energia, attivazione della sintesi proteica con coinvolgimento
di numerosi geni e puo essere considerata una “morte altruista”, che si verifica cioé tutte
le volte che il sacrificio di singole cellule risulta vantaggioso per I’organismo nel suo
complesso. Percio I’apoptosi non e da considerarsi come un meccanismo negativo, ma
COme un processo necessario e vantaggioso, come € messo in evidenza dalla vasta gamma
di patologie derivanti da un alterato meccanismo apoptotico.

Una delle funzioni piu importanti del processo apoptotico in un organismo pluricellulare,
e quello di contribuire, insieme alla mitosi, al mantenimento dell’omeostasi numerica
cellulare.

Limitare a cio I’'importanza del processo apoptotico &€ comunque riduttivo in quanto essa
interviene in tutta una serie di processi, dallo sviluppo fetale fino alla morte

dell’individuo.
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te tutta una serie di cellule e strutture che hanno un
proprio ruolo in una data fase dello sviluppo. Sono cioé eliminate con questo processo
tutte quelle strutture che, svolto il loro compito, sono d’intralcio allo sviluppo
dell’organismo; con questo meccanismo vengono eliminate, nei mammiferi, le membrane
interdigitali che residuano dopo la formazione delle dita a partire da un arto a paletta; un
altro esempio di processo apoptotico si osserva con la coda del girino quando subisce la

metamorfosi in rana.

Figura 5 - Patologia della mano palmata nel caso di mancata apoptosi nello sviluppo
morfo genetico

Muoiono per apoptosi anche un numero elevatissimo di neuroni durante lo sviluppo
morfogenetico del sistema nervoso centrale (SNC), infatti muoiono le cellule che non
sono state in grado di stabilire tra loro, o con le cellule bersaglio, le corrette relazioni. Il
normale turn-over tissutale si avvale dell’apoptosi per I’eliminazione delle cellule in fase
di senescenza: a tale riguardo il tessuto epiteliale di rivestimento e I’apice dei villi

intestinali sono luoghi di intensa apoptosi.
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olo chiave in particolare nella morfogenesi’, nella

3si epigenetici di auto-organizzazione che permettono
I’emergenza di due dei piu complessi organi regolatori del nostro corpo: il sistema
immunitario ed il sistema nervoso®. Durante lo sviluppo del sistema nervoso circa la meta
dei neuroni vanno incontro a fasi di regressione che terminano con la morte delle cellule
stesse; questa grande perdita di cellule nervose € comune in molti tipi di neuroni di tutti
gli invertebrati e sembra essersi evoluta come meccanismo adattativo durante lo sviluppo
del sistema nervoso®. La sopravvivenza e lo sviluppo dei neuroni dei vertebrati dipende
dalla produzione e dalla captazione di specifiche neurotrofine, tra le quali ’'NGF (nerve
growth factor), il BDNF (brain derived neurotrophic factor) e le neurotrofine (NT 3-4-5)
le quali promuovono la sopravvivenza e lo sviluppo specifico dei neuroni'®. Inoltre, lo
sviluppo delle cellule nervose richiede che queste ricevano segnali da altri neuroni con i
quali instaurano appropriati contatti sinaptici''. La mancanza di fattori di sopravvivenza
puo condurre alla morte le cellule; il senso di questo processo é che, tra il gran numero di
neuroni prodotti durante la neurogenesi, soltanto la porzione di cellule che ricevera un
adeguato supporto neurotrofico e che instaurera corretti contatti, sopravvivera e
continuera lo sviluppo mentre tutte le altre cellule moriranno. D’altra parte, alcuni‘®
ritengono che I’apoptosi dei neuroblasti delle zone proliferative ventricolari rappresenti un

fenomeno universale caratteristico dello sviluppo del sistema nervoso e che sia una forma

7 Vaux, Haecker et al., 1994

8 Ameisen, 2002

9 Oppenheim, 1991; Bussand Oppenheim, 2004
10 Aloyz et al., 1998

11 Raff, Barres et al., 1993

12 Sastry and Rao, 2000

13 Blaschke, Weiner et al., 1998
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Nel sistema immunitario, I’eliminazione selettiva delle cellule timiche autoreattive, alla
fine di una risposta immunitaria si avvale dell’apoptosi.

Inoltre anche I'uccisione della cellula target nelle reazioni di citotossicita avviene per
induzione, a livello delle cellule citotossiche, di meccanismi apoptotici, responsabili poi
dell’eliminazione della cellula target, inserendovi un enzima specifico definito Granzima.
L’assenza di fattori di crescita o di ormoni trofici puo indurre alcuni tipi di cellule ad
avviare un processo apoptotico; & tramite I’attivazione di un processo apoptotico che
vengono eliminate le cellule emopoietiche pluripotenti che vengono prodotte dal midollo
0sseo in numero superiore alla necessita basali a seguito di infezioni o emorragie. Tale
evento apoptotico € innescato da carenza di fattori di crescita. L’apoptosi a cui vanno
incontro le cellule delle ghiandole mammarie alla fine della lattazione per assenza di
prolattina € un esempio di apoptosi regolata da un controllo ormonale. Molte sostanze
tossiche, farmaci, radicali liberi dell’ossigeno e radiazioni ionizzanti causano danni al
DNA o gravi stress al reticolo endoplasmatico o ai mitocondri portando all’insorgenza di
apoptosi. Infine il processo apoptotico pud attivarsi anche nel corso di infezioni virali, in
tal caso puo essere considerato un meccanismo di difesa da parte dell’organismo per
evitare la propagazione virale. Linfociti T infettati dal virus HIV, ad esempio, sono
eliminati tramite un processo apoptotico portando alla caratteristica immunodeficienza
che segue I’infezione. | virus, pero, possono anche essere in grado di mettere in atto delle
modalita finalizzate all’evasione di tali meccanismi, inducendo la sintesi di inibitori
dell’apoptosi.

2.2 Apoptosi e necrosi
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b delle cellule sono due e sono tra loro ben distinte e

iti a distinguere con precisione le caratteristiche e i
meccanismi di regolazione della cosiddetta morte cellulare programmata, o apoptosi,
rispetto a quelli della morte cellulare non programmata, nota con il nome di necrosi.

A differenza dell’apoptosi, tipo di morte cellulare attivo e finemente regolato dalla cellula
stessa, la necrosi € un evento accidentale e si verifica in risposta ad un’ampia varieta di
agenti aggressivi, di natura chimico - fisica, batteriologica -virale e patologica (ipossia,
ipertermia, ischemia, reazioni immunitarie, virus, traumi cellulari, radiazioni, sostanze
tossiche, ecc.). Inoltre la necrosi € un fenomeno acuto, che si completa in alcuni minuti e,
fino ad un certo punto, pud regredire, permettendo alla cellula di recuperare le sue
funzioni. L apoptosi &, al contrario, un processo irreversibile, che per attuarsi richiede dei
tempi relativamente piu lunghi (da una a tre ore), a causa della fine regolazione del
processo in tutte le fasi. Inoltre come gia evidenziato la morte cellulare programmata € un
fenomeno che interessa singole cellule, o un ristretto gruppo di esse in modo asincrono, a
differenza della necrosi che coinvolge gruppi rilevanti di cellule fino ad interessare interi
organi o tessulti.

Dopo che e avvenuta la morte cellulare, il tessuto necrotico puo andare incontro a due
diversi tipi di alterazione :

- il tessuto morto diventa duro e biancastro, si ha necrosi coaugulativa;
- il tessuto morto si disintegra e liquefa, si ha necrosi colliquativa.

Un tipo particolare di necrosi coagulativa é quella caseosa, chiamata cosi per I’aspetto
macroscopico del tessuto coinvolto, (bianco e simile a formaggio). E’ caratteristica della
lesione tubercolare. Un altro tipo particolare di necrosi é la gangrena, si verifica in arti con

interruzione completa dell’irrorazione sanguigna e conseguente necrosi coagulativa.
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coinvolge il tessuto adiposo, causata soprattutto da

digestione dei grassi ad opera delle lipasi che
successivamente precipitano sotto forma di saponi di calcio, dando all’area colpita un
aspetto amorfo. La cellula che va incontro a necrosi, perde in modo peculiare la selettivita
ionica del sistema delle membrane cellulari. Inizialmente si osserva rigonfiamento
citoplasmatico e degli organuli cellulari (mitocondri, reticolo endoplasmatico, lisosomi,
ecc.) con conseguente perdita della loro organizzazione strutturale. | fenomeni a livello
nucleare sono piu tardivi e si esprimono dapprima come piccosi (nucleo piu piccolo, con
cromatina addensata), poi come frammentazione in zolle ed infine come scomparsa totale
per espulsione o dissoluzione nel citoplasma. Conseguenza di questa dissoluzione
nucleare e di questo rigonfiamento abnorme ¢ la lisi cellulare, con rilascio nei tessuti del
contenuto cellulare. Il materiale cellulare cosi disperso determina nell’area una risposta
inflammatoria, che puo arrivare nel tempo ad innescare anche reazioni autoimmuni nel
caso di ripetuti episodi di necrosi, in quanto le cellule del sistema immunitario sono meno
tolleranti al materiale presente all’interno delle cellule dell’organismo. La morte per
necrosi, avviene in seguito a gravi ed irreversibili danni patologici*. Questi eventi
portano ad una perdita dell’integrita delle membrane degli organelli, incluso il nucleo, con
conseguente rilascio del loro contenuto (ATP, proteasi, lisozimi) fino alla rottura

dell’intera cellula e degradazione del DNA in modo aspecifico.

14 Israels, 1999
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Figura 6 - Un Embolo in una Biforcazione di un arteria cerebrale. La zona perfusa
da quest’arteria e le aree circostanti sono soggette ad ipossia e morte cellulare per
necrosi. Nelle zone di ombra ci sono vari gradi di flusso sanguigno che stabilizzano
una tenuta fra cellule decedute per necrosi, cellule decedute per apoptosi e tessuti
sopravvissuti al danno.

L’apoptosi pud essere considerata, al contrario della necrosi, un processo di morte
cellulare pulito,con danno minimo delle cellule e dei tessuti circostanti poiché la completa
eliminazione delle cellule apoptotiche non provoca risposta inflammatoria. Infatti, a
differenza della cellula necrotica, quella apoptotica perde rapidamente volume, si stacca
dalle cellule vicine perdendo i contatti sia con esse che con la matrice extracellulare ed
assume una forma piu marcatamente sferica. L’organizzazione interna & mantenuta
almeno nelle fasi precoci del processo; gli organuli cellulari, come mitocondri, reticolo

endoplasmatico, lisosomi, ecc. sembra rimangano intatti almeno finché il processo non e
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nucleare, invece, si osserva la disgregazione dei

) della cromatina; a differenza della necrosi, non € un

processo silente: e la cellula stessa che, trascrivendo geni specifici, sintetizzando nuovi

enzimi e consumando energia, inizia e porta avanti il processo di morte; ed alla fine,

morendo, emette segnali che possono modificare il comportamento delle cellule vicine,

comprese quelle che la devono ingerire®.
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Figura 7 - Differenza di Patways cellulare nel caso di morte per necrosi o per

apoptosi.

La serie di modificazioni stereotipate che sono associate con il fenotipo dell’apoptosi

vede le cellule ridurre il loro volume citosolico, condensarsi, perdere le specializzazioni di

membrana (come i microvilli e le regioni specifiche di contatto con le altre cellule) e

staccarsi dalle cellule vicine senza che ci sia una risposta inflammatoria, perché a

15 Arnoult, Akarid e coll., 2002
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Gli scienziati, studiando lo sviluppo del C. Elegans, si resero conto che il passaggio dalla
forma embrionale a quella adulta prevedeva la perdita di esattamente 131 cellule. Tale
processo doveva inevitabilmente prevedere un meccanismo di controllo altamente
regolato, grazie anche all’uso di mutanti genetici, € stato rivelato che la sopravvivenza o
la morte delle cellule, durante lo sviluppo, dipende dai prodotti di pochi geni, di cui i
principali sono: ced-3, ced-4, ced-9 ed egl-1 (ced, dall’inglese cell death)*. L’apoptosi in
C. Elegans ¢ divenuta modello di base per lo studio dello stesso fenomeno in altri sistemi

cellulari.
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Figura 9 - Rappresentazione grafica degli stadi apoptotici dalla cellula in stato
fisiologico alla sua lisi post mortem.

L’estensione della complessita del controllo molecolare della sopravvivenza e della morte

della cellula non pud essere pienamente apprezzato se non si prendono in considerazione i

16 Meier, Finch e coll., 2000

26


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Your complimentary
- use period has ended.
Thank you for using

t CO m p | ete PDF Complete.

Cllck Here ol Jue attivita di regolazione dei geni tramite processi

biamenti del codice del DNA ma che possono
modificare il fenotipo dell’individuo e della progenie), come lo splicing alternativo e
modificazioni post-traduzionali (fosforilazioni, defosforilazioni o taglio proteolitico) che
possono trasformare il prodotto di un dato gene sia in una proteina pro-apoptotica sia in
una anti-apoptotica'’. La morte di una cellula pud rappresentare in un organismo
pluricellulare una fonte di pericolo per l'integrita dei tessuti. Condizioni di stress fisico e
chimico di particolare intensita determinano, infatti, la rottura delle membrane cellulari
con conseguente rilascio del contenuto del citoplasma. La morte per necrosi € un evento
pericoloso sia per il rilascio di molecole, quali enzimi proteolitici, che provocano un
danno diretto alla cellula vicina, sia perche determina una condizione pro-infiammatoria.
Un altro aspetto da considerare € il rilascio di antigeni intracellulari verso i quali
I'organismo non ha sviluppato tolleranza immunitaria e che sono quindi potenziale fonte
di auto-immunita. In condizioni di stress piu “blande” o per necessita fisiologica, gli
organismi pluricellulari hanno sviluppato una modalita di morte cellulare che mira ad
annullare possibili effetti traumatici. Tale modalita viene indicata come apoptosi. In
particolare il termine apoptosi serve a descrivere la morte cellulare che avviene tramite la
realizzazione di cambiamenti morfologici sequenziali e specifici (Figura 9). L'apoptosi &
oggi considerata solo una delle possibilita di eliminazione fisiologica delle cellule, mentre
il meccanismo piu generale a cui si fa riferimento per classificare la realizzazione di un
programma genetico di morte & quello definito come PCD (Programmed Cell Death,
morte cellulare programmata). Sono state descritte molte situazioni in cui le cellule non
muoiono ricapitolando precisamente le caratteristiche morfologiche e biochimiche

dell'apoptosi, ciononostante in conseguenza della numerosita dei dati sperimentali

17 Ameisen, 2002
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Tutte le cellule dell'organismo sono predisposte ad attuare la PCD e questa puo essere
invocata in tutte le fasi della vita di un organismo pluricellulare, sia durante lo sviluppo
sia durante l'omeostasi dei tessuti nell'adulto:

e eliminazione di cellule ridondanti durante I’embriogenesi

e rimodellamento dei tessuti durante la crescita

e riparo e mantenimento dei tessuti

e senescenza cellulare

e modulazione del sistema immunitario

e atrofia cellulare a seguito di mancanza di fattori di crescita

e eliminazione di cellule con danni genetici irreparabili

Si é calcolato che circa 60 miliardi di cellule - 0,1 % del totale - in un uomo adulto
muoiono giornalmente per apoptosi. Le cellule eliminate vengono generalmente
rimpiazzate da nuove cellule creando un sistema di controllo talmente dinamico che ha
spinto alcuni studiosi a preferire il termine “omeodinamica” a quello di omeostasi.
L'apoptosi si realizza attraverso una specifica sequenza di eventi biochimici che ha come
scopo principale quello di arrecare il minimo danno al tessuto a cui appartiene la cellula
che muore. Tra le caratteristiche che vale la pena di ricordare in questa occasione vi ¢ il
mantenimento della integrita della membrana citoplasmatica, la frammentazione del DNA
e l'espressione di molecole di segnalazione sulla superficie cellulare. La eliminazione
delle cellule apoptotiche da parte dei macrofagi previene la realizzazione della cosiddetta
“necrosi secondaria”, un fenomeno osservabile in vitro ma poco frequente in vivo a causa
della sua pericolosita. Infatti, sebbene l'apoptosi sia caratterizzata dal mantenimento della

integrita di membrana, tale caratteristica viene necessariamente a mancare in tempi piu
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ptica, non esiste pil un macchinario biochimico che

i, in assenza di fagocitosi, i corpi apoptotici tendono
nel tempo ad aprirsi rilasciando il contenuto cellulare che, come nel caso della necrosi
primaria, € dannoso per I' integrita del tessuto.

Al fine di comprendere le modalita di controllo del processo apoptotico, e le sue
disfunzioni, e necessario conoscere le vie molecolari che ne permettono la realizzazione.
Le attuali conoscenze ci indicano che l'apoptosi si realizza attraverso l'attivazione di vie
molecolari multiple, ognuna delle quali prevede la partecipazione di diverse proteine
regolatrici. Le molecole che prendono parte alla realizzazione delle vie di trasduzione del
segnale apoptotico si possono dividere in attivatori ed inibitori della apoptosi. A seconda
del tipo cellulare e della situazione fisiologica la via molecolare preferita e la sua
composizione possono variare notevolmente. Dall'arrivo di un segnale pro-apoptotico
possono bastare poche ore perché I'apoptosi sia completata o anche alcuni giorni. Tale
differenza puo dipendere dalla disponibilita del macchinario molecolare necessario ad
innescare la morte della cellula. Nel primo caso, l'attuazione rapida dell'apoptosi si
realizza attraverso l'utilizzo di proteine di segnalazione gia disponibili e funzionali, nel
secondo caso l'apoptosi potra compiersi solo a seguito della esecuzione di processi di

regolazione trascrizionale.

CAMBIAMENTI CAMBIAMENTI
MORFOLOGICI BIOCHIMICI
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Figura 8 - Evoluzione dei cambiamenti morfologici e di quelli biochimici nella cellula
all’attivazione del fenomeno apoptotico.
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3.1 Le fasi dell’apoptosi

Il meccanismo apoptotico pur diversificandosi da organismo ed organismo e, spesso da

cellula a cellula nel medesimo organismo, pud essere suddiviso in quattro fasi principali e

ricorrenti:

1)

2)

Induzione: numerosi fattori svolgono un ruolo chiave nell’induzione dell’apoptosi, fra
questi per esempio il trattamento con TNF o farmaci citotossici, radiazioni ionizzanti
e UV, shock da calore, ipossia, infezioni virali'®. Altri stimoli importanti sono la
rimozione dei fattori di crescita presenti nel siero' e la riduzione di disponibilita di
molecole di ATP. Se il calo di ATP € massiccio ed improvviso la cellula muore per
necrosi, mentre se & pitl moderato, muore per apoptosiz’. L’ATP & inoltre necessario
per I’attivazione della procaspasi-9 e quindi per la condensazione e la frammentazione

nucleare nelle fasi finali del processo®;

Esecuzione: la fase di esecuzione sembra essere comune a tutte o quasi le vie
d’innesco ed é costituita da una serie di reazioni enzimatiche a cascata in un certo
modo paragonabili a quelle del complemento o della coagulazione del sangue che, una
volta innescate, procedono automaticamente portando inevitabilmente la cellula a

morte. E’ in questa fase che entrano in gioco le caspasi esecutrici;

18 [sraels, 1999

19 Pettmann, Henderson, 1998

20 Leist, Single e coll., 1997
21 Granville, Carthy e coll., 1998
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ti e/o dai macrofagi e degradati all’interno dei
lisosomi. Sono stati finora identificati tre diversi sistemi mediante i quali i fagociti

riconoscono i corpi apoptotici.

Si pensa che la scelta del meccanismo di riconoscimento usato dai fagociti sia influenzato,
oltre che dal tipo cellulare coinvolto, anche da stimoli provenienti dal microambiente.
Quale che sia la modalita con cui le cellule ed i corpi apoptotici vengono riconosciuti e
fagocitati, il risultato finale e sempre quello di un’eliminazione “pulita”, senza
sconvolgimento dell’architettura strutturale del tessuto e senza innesco di un processo

inflammatorio.

3.2 Le proteine coinvolte

L’apparato apoptotico € costituito da componenti che rappresentano sensori ed effettori, i
primi deputati a controllare I’ambiente esterno ed interno della cellula per valutare se le
condizioni esistenti sono tali da mantenerla in vita o no; si tratta di recettori di superficie
che legano fattori di sopravvivenza o fattori di morte, ossia fattori che trasportano segnali
che inducono I'apoptosi cellulare oppure legano molecole intracellulari che attivano un
programma apoptotico in risposta allo stress od alla presenza di alterazioni quali, ad
esempio, danni al DNA. Gli effettori terminali sono una serie di proteine intracellulari
denominate caspasi — Cysteine aspartate proteases- le proteine implicate, quindi, possono

essere raggruppate in 2 grandi famiglie distinte :

- quella delle caspasi;

- quella delle proteine Bcl-2 (B-cell lymphoma gene 2).
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niglia di cistein-proteasi citosoliche evolutivamente
conservate, gia a partire dal nematode C. elegans fino all’uomo?. Esse rappresentano il
cuore della messa in opera del “macchinario” apoptotico, e sono state classificate in 3

gruppi, in base alla sequenza bersaglio® ed al loro ruolo fisiologico®.
Le caspasi:

- Gruppo 1 (caspasi attivatrici di citochine): comprende le caspasi -1, -4, -5, -11, -
12, -13, -14 ICE-simili, coinvolte in processi inflammatori ed apoptotici.
- Gruppo 2 (caspasi iniziatrici dell’apoptosi): comprende le caspasi -6, -8, -9, -10
direttamente coinvolte nel processo apoptotico;
- Gruppo 3 (caspasi effettrici dell’apoptosi): comprende le caspasi -2, -3, -7, CED-
3-simili, direttamente coinvolte nel processo apoptotico.
Recentemente, nei mammiferi € stata identificata anche la caspasi-15, che sembra essere
implicata nell’attivazione sia di Bid che di caspasi-3%.
Queste proteasi esistono nella cellula in forma inattiva, vengono denominate pro-caspasi,
I’attivazione avviene in conseguenza a clivaggio proteolitico a livello dei residui di
asparagina.
L’attivazione mediante i tagli proteolitici ¢ tipica delle caspasi effettrici (caspasi -3, -6, -7)
a valle delle caspasi -9 e -8. Anche la “nuova” caspasi-15 fa parte di questo; mentre

I’attivazione mediante contatto € peculiare della procaspasi-8.

22 Marks, Berg, 1999
23 Gorman, Orrenius e coll., 1998; Strasser, O'Connor e coll., 2000
24 Fuentes-Prior, Salvesen, 2004

25 Eckhart, Ballaun e coll., 2005
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cessi biologici vitali per le cellule, provocandone la

yazione delle pro — caspasi in caspasi avviene tramite
due vie, distinte per processo e funzionamento : la via estrinseca, dove segnali di
attivazione provengono dall’ambiente esterno alla cellula, oppure la via intrinseca, i
segnali provengono dai mitocondri.

Le prime caspasi ad essere attivate sono la 8 e la 9, esse modulano I’attivita di proteine
regolatrici di meccanismi necessari alla sopravvivenza cellulare; inducono la
degradazione del DNA in modo indiretto® legandosi ad un inibitore (ICAD) normalmente
legato ad una endonucleasi attivata da caspasi (CAD); la caspasi-3 scinde il legame

ICAD-CAD, rendendo I’endonuclesai libera di agire.

Figura 10 - Cellula normale e cellula in vescicolazione o blebbing

L’attivazione delle caspasi provoca cambiamenti morfologici nelle cellule; queste
assumono una forma tondeggiante con evaginazioni della membrana simili a bolle

(blebbing).

26 Enati, Sakahira e coll., 1998
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cellulare € presumibilmente causata dall’idrolisi di

gelsolina, I’actina e la laminina dell’involucro
nucleare?’. Si tratta di una famiglia di proteine che comprende alcune ad attivita ANTI-
APOPTOTICA (bcl-2 e bel-XL) e altre ad attivita PRO-APOPTOTICA (Bad o Bax).

Le proteine pro-apoptotiche si trovano nel citosol dove agiscono da sensori di danno
cellulare, in seguito ad un danno esse migrano alla superficie dei mitocondri dove si
trovano le proteine anti-apoptotiche Bcl-2.

L’interazione fra questi due gruppi di proteine porta alla perdita della normale funzione
delle proteine ad attivita anti-apoptotica e alla formazione di pori sulla membrana
mitocondriale, con rilascio di citocromo c e altre molecole pro-apoptotiche dallo spazio

intermembrana.

Figura 11 - Stimolazione dei sensori mitocondriali a rilascio di contenuto citosolico
tra cui Citocromo C che attiva Pro-caspasi 9

3.2.2 La famiglia delle Bcl-2:

In condizioni fisiologiche esiste un equilibrio fra fattori pro-apoptotici e fattori anti-

apoptotici, alla famiglia delle Bcl-2 appartengono membri con entrambe le funzioni.

27 (Marks, Berg, 1999)
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glia ad essere stato identificato, insieme a Bcl-X,

mentre Bax e Bak antagonizzano tale funzione.
Curiosamente, una di queste molecole, la Bcl-2 (B-cell leukemia/lymphoma 2), venne
scoperta in quanto prodotta in eccesso in linfomi centrofollicolari B4.

Successivi studi mostrarono che la Bcl-2 non agiva come gli altri oncogeni stimolando la
proliferazione cellulare, ma attraverso I’inibizione della morte per apoptosi.

Con questo meccanismo la Bcl-2 pud conferire una maggior capacita di sopravvivenza a
cellule trasformate e favorire la progressione e la resistenza ai farmaci in diverse
neoplasie (leucemia mieloide cronica, microcitoma polmonare, neuroblastoma).

Altre molecole capaci di inibire I’apoptosi, similmente alla Bcl-2, sono state recentemente
identificate.

Tra queste ricordiamo le IAP (Inhibitor of Apoptosis Protein), e in particolare il gene
NAIP (Neuronal Apoptosis Inhibitory Protein), le cui alterazioni potrebbero avere un
ruolo nella patogenesi dell’amiotrofia.

Tutti questi membri della famiglia hanno domini multipli denominati BH da Bcl-2
Homology Domains, ad un terzo gruppo, invece, appartengono molecole con un solo
dominio BH, per cui sono state denominate BH3 only molecules e sono promotrici
apoptotiche (operano bloccando I’azione delle proteine anti-apoptotiche? o attivando le
proteine pro-apoptotiche®.

Bax e Bak sono coinvolti nell’apoptosi iniziata dai mitocondri. Le molecole BH3 _only,

invece, hanno un ruolo nella trasmissione dei segnali.

28 (Bcl-2, Bel-X))
29 (Bax e Bak -Ward, Kogel, 2004
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Figura 12 — Effettori ed inibitori apoptotici, famiglia Bcl e parthway.

Numerosi studi hanno rivelato che una sovra espressione di Bcl-2 aumenta la sopravvivenza
dei neuroni simpatici in assenza di NGF (la deprivazione di NGF induce apoptosi) ed inoltre
protegge dall’apoptosi indotta da radiazioni ionizzanti, farmaci chemioterapici, ipossia ed
infezioni virali.

Proteine anti-apoptotiche come Bcl-2 possono impedire il rilascio del citocromo ¢ oppure

sequestrare la proteina Apaf-1, bloccando Iattivazione della procaspasi—930

30 Granville, Carthy e coll., 1998; Fadell, Zhivotovsky e coll., 1999; Kim, 2005
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10 una localizzazione dipendente dal ruolo svolto:

situato soprattutto sulle membrane degli organelli
(reticolo endoplasmatico, nucleo e membrana esterna del mitocondrio).Bax, invece, €
situata principalmente nel citoplasma, ancorata alle strutture citoscheletriche®. Bax &
strutturalmente simile ad alcune tossine batteriche che formano dei pori ed é stato
dimostrato che pud formare dei canali nei lisosomi. La sovra espressione di Bax o
I’applicazione di Bax ai mitocondri isolati provoca il rilascio di citocromo c dal
mitocondrio anche in assenza di segnali apoptotici®’. Bax e Bak possono agire sul reticolo

endoplasmatico controllando I’omeostasi del calcio™.

3.3 Le vie apoptotiche

I segnali che attivano le caspasi seguono due vie principali: via estrinseca, mediata da
recettori di superficie e via intrinseca, attraverso i mitocondri. Sebbene questi due
pathways siano spesso considerati separatamente, esiste tra di loro un ampio cross- talk.
La via estrinseca richiede la presenza di recettori nella membrana citoplasmatica e
coinvolge la caspasi-8; la via intrinseca € incentrata sul ruolo svolto dai mitocondri e
coinvolge la caspasi-9**. Un’altra via & caratterizzata dall’attivazione della caspasi-2.
Recentemente, sono state individuate vie che coinvolgono il reticolo endoplasmatico: una
di queste é indipendente dall’azione della caspasi, un’altra porta all’attivazione della
caspasi-12.

3.3.1 Via estrinseca

31 (Desagher, Martinou, 2000)
32 (Scorrano, Korsmeyer, 2003
33 (Scorrano, Oakes e coll., 2003

34 Hengartner, 2000
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TNFR1 e Fas. Questi recettori sono trimeri attivati
dall’interazione rispettivamente di TNF e Fas Ligand (FasL) e contengono un dominio
intracellulare o death domain che, in seguito all’attivazione del recettore, lega il
complesso DISC (Death Inducing Signaling Complex) con conseguente attivazione di una
cascata di caspasi.

Il Death Domain di Fas lega la proteina adattatrice FADD che richiama caspasi 8
determinandone il clivaggio e I’attivazione, TNFR1 (recettore per il tumor necrosis
factor), pud anch’esso determinare I’attivazione delle caspasi-8 ed innescare la via
estrinseca, si lega alla proteina adattatrice TRADD che a sua volta interagisce con FADD
con la conseguente attivazione di caspasi 8.

3.3.2 Via intrinseca o mitocondriale

In seguito a stress cellulare, le proteine pro-apoptotiche Bax e/o Bak inducono rilascio nel
citoplasma del contenuto mitocondriale, incluso Citocromo C, questo forma un complesso
con la proteina adattatrice Apaf-1 e ATP. Questo complesso, noto come apoptosoma, Si
lega alla pro-caspasi 9 attivandola. La via mitocondriale € attivata in risposta sia ad insulti
interni, come il danneggiamento del DNA con attivazione di P53, che a segnali
extracellulari o alla mancanza di fattori di crescita: tutti segnali elencati convergono sui
mitocondri e conducono al rilascio del citocromo c, delle proteina secondaria attivatrice di
caspasi (SMAC), del fattore inducente I’apoptosi (AIF) che € legato alla condensazione
della cromatina e della endonucleasi G la cui funzione non & stata ancora chiarita®.
Implicati in questo processo sono i membri della famiglia Bcl-2 pro-apoptotici, in
particolare Bax, Bak, Bid e Bim. Questi traslocano dal citosol (dove sono inattivi) agli

organuli cellulari dove sono attivati via proteolisi, de-fosforilazione o altri meccanismi.

35 QOrrenius, 2003
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azione di canali attraverso cui verranno rilasciate le
varie proteine. Una volta rilasciato, quindi, il Citocromo c si associa con la proteina
fattore attivante proteasi apoptotiche (Apaf-1), con la procaspasi-9 e probabilmente con
altre proteine, formando I’apoptosoma, complesso in grado di attivare la caspasi-9.
L’azione dell’apoptosoma viene antagonizzata da una famiglia di inibitori di caspasi
chiamati inibitori dell’apoptosi (IAPs), ma questi, a loro volta, sono inibiti da
SMAC/DIABLO e Htra/Omi*®. 1l funzionamento dell’apoptosoma & regolato anche dalla
oncoproteina pro-timosina-a (Pro-T) e dal soppressore di tumore putativo associato alla
proteina HLA-DR (PHAP)*".

Esistono due meccanismi con cui il citocromo c viene rilasciato nel citosol: uno dei
meccanismi coinvolge I’apertura di pori di permeabilita transitoria (PTP), costituiti da
canali anionici voltaggio-dipendenti (VDCA), da trasfocatore di nucleotidi di adenina

(ANT), da ciclofilina D (CyD), e probabilmente da altre proteine.

First stage of apoptosome formation
Apaf-1

cytochrome C

Recruitment of
procaspase-9

Epr—ocaspaseg E ;

Caspase Activation

Figura 13 - Formazione apoptosoma tra interazione di Apaf-1 e Citocromo c,
conseguente attivazione della pro- caspasi 9 in caspasi

36 (Breckenridge a Xue, 2004
37 (Orrenius, 2003
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b soluti e molecole delle dimensioni di 1,5 KDa.

iflamento della matrice, alla rottura della membrana
mitocondriale esterna (OMM) e al rilascio del citocromo ¢ (Cyt ¢) e delle altre proteine
gia citate. Possono avvenire anche aperture transienti dei pori laddove una piccola
frazione di mitocondri subisce una variazione di permeabilitd in un dato momento. In
questo caso, il rilascio delle proteine mitocondriali avviene senza rigonfiamento di ampia
entita o perdita del potenziale mitocondriale nell’intera popolazione.

| pori transienti possono aprirsi in seguito alla diminuzione di potenziale di membrana
mitocondriale. In entrambi i casi il processo é antagonizzato dalla ciclosporina A, che si
lega a CyD e previene la formazione dei pori. Un altro meccanismo di permeabilizzazione
della membrana mitocondriale esterna coinvolge i membri della famiglia di proteine Bcl-
2 (Bax, Bak e t-Bid). Il citocromo normalmente € legato alla membrana mitocondriale
interna attraverso un fosfolipide anionico detto cardiolipina. La cardiolipina si trova
soltanto nelle membrane mitocondriali e soprattutto, se non esclusivamente, in quella
interna.

La dissociazione del citocromo c dalla cardiolipina € un importante primo passo per il
rilascio del citocromo c nel citosol. Tale rilascio puo essere stimolato dalla produzione di
specie reattive dell’ossigeno (ROS) cosi come dal legame del Ca®* alla cardiolipina®.
Recenti studi hanno dimostrato il coinvolgimento dei membri pro-apoptotici Bax e Bak
nelle regolazione del Ca** cellulare®®. Bax e Bak traslocano dal citosol al reticolo

endoplasmatico (dove causano diminuzione delle scorte di Ca?* del reticolo) ed ai

38 QOrrenius, 2003

39 Petronilli, Penzo e coll., 2001; Scorrano, Oakes e coll., 2003
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rapacita di captare il Ca®* causano variazioni della

3.3.3 Via dipendente da caspasi-2lk
L’attivazione da procaspasi-2 a caspasi-2, dovuta a danni del DNA, porta al rilascio di
citocromo c¢ ed alla formazione dell’apoptosoma, in modo del tutto simile alla via

intrinseca, con meccanismi non del tutto chiari®!.

~ Bcl-2 family ~_
proapoptotic Free T
signals radicals Caz+

Mitochondrion —— L-”"L“;}”" Un ‘\ f

: ' ! :

\
|

Apoptosis- Endonuclease G Cytochrome ¢ Smac/Diablo
inducing l | |
factor Apoptosome Inhibits caspase

Caspase- (cytochrome c, inhibitors |
independent  Apaf-1, procaspase 9) 1

Caspase 9 =

|

Caspase 3 =

|

» Cell death

Figura 14 - Via Intrinseca Mitocondriale, proteasi coinvolte nel processo di
endonucleasi

3.3.4 Via del reticolo endoplasmatico

40 Petronilli, Penzo e coll., 2001

41 Orrenius, 2003; Philchenkov, 2004
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fema di ripiegamento delle proteine (UPR “unfolded

ioni dell’omeostasi del Ca?* scatenano una serie di
processi enzimatici che conducono il reticolo endoplasmatico ad uno stato di stress che, se
si prolunga nel tempo, pud condurre alla morte della cellula*’. Lo stress del reticolo
endoplasmatico induce [I’attivazione della caspasi-12. Quest’ultima, attivata, porta
all’attivazione di caspasi-3 e alla successiva cascata di eventi apoptotici*®.

3.3.5 Via indipendente da caspasi

La via di traduzione del segnale apoptotico indipendente da caspasi € mediata da
granzime A (GrA)?*Dopo essere trasportato all’interno della cellula, GrA scatena una via
caratterizzata dalla formazione di rotture sul DNA a singola elica e dell’apparente
morfologia apoptotica?®. L’endonucleasi coinvolta nella formazione di tali danni al DNA
e stata identificata come DNAGsiI attivata da GrA (GAAD), conosciuta anche come NM23-
H1. L’ attivita di GAAD ¢ inibita da specifici inibitori (IGAAD), conosciuti anche come
complesso SET, il quale € collocato nel reticolo endoplasmatico. Questo complesso
contiene un inibitore della proteina fosfatasi 2 (pp32), la proteina SET di assemblaggio
del nucleosoma, HMG2 e Ape 1 (endonucleasi-1 apurinica). In questa via GrA idrolizza
SET, HMG2 e Apel, ma non pp32 e in questo modo GAAD viene rilasciata ed attivata, e
trasloca al nucleo dove induce la frammentazione della catena di DNA?. E’ importante
sottolineare che le vie coinvolte nella traduzione del segnale apoptotico non sono isolate
ed indipendenti. Puo infatti esistere un’interazione tra la via estrinseca e quella intrinseca

attraverso la proteina Bid, la quale dopo esser stata idrolizzata da caspasi-8, promuove il

42 Nakagawa, Zhu e coll., 2000; Rao, Pell e coll., 2002
43 Orrenius, 2003
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si dove la via estrinseca non é attivata. Ad esempio,
cio avviene nell’apoptosi indotta dall’1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina (MPTP) in
cellule della substantia nigra. L’attivazione di caspasi-8 e I’idrolisi di Bid portano al
rilascio del citocromo c e la successiva attivazione di caspasi-9, suggerendo che questo sia
un probabile meccanismo di amplificazione nella morte delle cellule dopaminergiche®.
Recenti ricerche, inoltre, hanno dimostrato che la via del reticolo endoplasmatico e quella
del mitocondrio sono ampiamente interconnesse*. Infatti, la proteina pro-apoptotica
BAP31 risiede nel reticolo endoplasmatico ed aumenta il segnale Ca®* pro-apoptotico che
passa dal reticolo al mitocondrio dopo che BAP31 ¢ idrolizzata grazie all’azione della
caspasi-8 localizzata nel mitocondrio®”.

L’interdipendenza di questi compartimenti si basa sulla condivisione di regolatori
dell’apoptosi. Un altro esempio € PACS 2, il quale si lega alla proteina Bid in seguito ad
uno stimolo apoptotico, ed attraverso I’idrolisi mediata dalla caspasi-8, induce il rilascio
di citocromo c. PACS 2 risponde, quindi, agli stimoli apoptotici traslocando dal reticolo

endoplasmatico al mitocondrio®.

45 \/iswanath, Wu, e coll., 2001
46 Levine e Rabouille, 2005
47 Breckenridge, Stojanovic e coll., 2003; Chandra, Choy e coll., 2004

48 Simmen, Aslan e coll., 2005
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Figura 15 - Immagini al microscopio elettronico dei vari stadi di blebbing cellulare.
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La recente scoperta che alterazioni nel meccanismo di apoptosi possono avere un ruolo nelle
patologie umane ha suscitato curiosita e interesse in ogni campo specialistico della medicina,
il tentativo di spiegare con I'apoptosi tutte le patologie non comprese sta conducendo a una
vera e propria esplosione di studi sull’argomento.
Il funzionamento di un organismo pluricellulare ¢ basato sull’equilibrio tra processi di
migrazione, proliferazione, differenziazione e morte delle cellule di cui ¢ composto.
La morte cellulare come conseguenza estrema di un danno biologico, ¢ uno degli eventi piu
cruciali in patologia ed ¢ la conseguenza di aberrazioni allo stato fisiologico come fenomeni di
ischemia, ossia mancanza di apporto di sangue, infezioni, tossine e reazioni immunitarie,
cause endogene, come la mancanza geneticamente determinata di un enzima che altera le
normali funzioni metaboliche.
Un’alterata regolazione dell’apoptosi pud dare origine a due gruppi di patologie: quelle
associate ad inibizione e quelle da eccesso di apoptosi.
Le patologie associate all’inibizione dell’apoptosi danno origine all’incremento della
sopravvivenza cellulare, in questo caso, bassi livelli di apoptosi prolungano la
sopravvivenza di cellule che aberrano.
Di contro si trovano le malattie associate ad aumento dell’apoptosi ossia da morte
cellulare eccessiva. Queste patologie sono associate a notevole perdita di cellule normali o
a funzione difensiva e comprendono:

- le malattie neurodegenerative, che si manifestano con la perdita di particolari

gruppi di neuroni, come nel caso dell’atrofia muscolare spinale;

- il danno ischemico, come nell’infarto del miocardio e nell’ictus;
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Un alterato funzionamento dei processi di morte cellulare programmata, quindi, puo avere
importanti conseguenze sulla crescita dell’individuo, sull’invecchiamento, sulla risposta
immune, sui tumori e sulle malattie neurodegenerative.

Come abbiamo precedentemente osservato, i segnali esterni, attraverso il legame di
diversi recettori (FAS, TNF-r, CD40, ecc.), vengono trasdotti all’interno della cellula in
altrettanti percorsi, tutti questi convergono infine in una cascata di eventi che sfocia
nell’auto-digestione cellulare con tipiche alterazioni morfologiche e biochimiche
(rimpicciolimento cellulare, vacuolizzazione citoplasmatica, condensazione nucleare,
frammentazione dei cromosomi).

Qualunque sia lo stimolo, le molecole che agiscono nelle fasi centrali di questo processo
hanno un ruolo chiave nel modulare I’apoptosi, e quindi la capacita delle cellule di
proliferare o di morire.

Una molecola con azione favorente I’apoptosi € la proteina p53, classificata inizialmente
come anti-oncogene in quanto il gene della proteina p53 € mutato nel 50% dei tumori; la
sua inattivazione favorisce alcune specifiche neoplasie tra cui sarcomi, il cancro della
mammella ed i tumori del SNC.

La divisione cellulare provoca I’accorciamento dei telomeri che si accompagna
all’invecchiamento della cellula, nell’'uomo ci sono 92 telomeri che indicano la durata
della vita. Le cellule nella maggior parte dei tessuti umani gradualmente rallentano la loro
crescita in proporzione all’accorciamento dei telomeri, fino a che il telomero raggiunge
lunghezza finita: a quel punto la cellula smette di dividersi. Questo arresto & determinato

da p53, la cui attivazione avviene anche in presenza di un danno al DNA.
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e sono quindi riconosciute dalla cellula come una

e registrato come danno al DNA scatenando il check

Tuttavia in caso di mutazione di p53, il ciclo cellulare puo ignorare il segnale e continuare

a dividersi entrando in un ciclo di rottura — fusione, un ponte che causa un massiccio

danno cromosomiale ed instabilita cromosomica.

Alcune cellule possono sopravvivere a questo periodo di catastrofe genetica riattivando la

telomerasi che arresta il ciclo catastrofico e ripristina una sufficiente stabilita

cromosomica necessaria per la sopravvivenza cellulare. Queste cellule danneggiate

possono accumulare ulteriori mutazioni e dare origine a:

- cancro, principalmente carcinomi con mutazioni di p53 o tumori ormono -

dipendenti, come quelli alla mammella, alla prostata o all’ovaio;

- malattie autoimmuni, che possono insorgere se i linfociti auto-reattivi non sono

eliminati al termine di una risposta immunitaria.

p53
Network tubulina/dineina

//Ingresso nel nucleo

y Ad~ p53 / Blumodclo@
p300) p53 &S Effectora) —- Apoptosi U
—
PML) x AFER MDM2 —
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dal nucleo
.
pb3 Lb Degradazione

Figura 16 - Schema della regolazione di P53 che viene portata nel nucleo e qui viene
indotta I’'ubiquitinazione.
Se, nonostante questo, persistono stimoli proliferativi (come oncogeni o geni virali), la

p53 determina I’apoptosi cellulare. Questo meccanismo di sicurezza é fondamentale per la

vita della cellula e dell’intero organismo.
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ni nella replicazione del DNA a livello genomico

per il processo dell’evoluzione, e anche vero che un
eccesso di replicazioni a livello somatico costituisce un rischio importante di mutazione e
dungue di possibile cancerogenesi.

Di fatto, la inattivazione della p53 costituisce un fattore di rischio di progressione del
tumore, di secondo tumore, e di resistenza del tumore ai farmaci.

Come risulta da questi esempi, I’apoptosi € un meccanismo complesso, i cui errori in un
senso o nell’altro possono rivestire un ruolo nella patologia umana. Sebbene i meccanismi
dell’apoptosi si siano evoluti per consentire la vita degli organismi multicellulari, anche
forme elementari di vita, quali i virus, hanno imparato a utilizzare geni anti - apoptotici
allo scopo di proteggere dalla morte le cellule infettate, e quindi se stessi.

Per esempio, la capacita del virus di Epstein - Barr di rendere immortali i linfociti B
infettati sembra essere dovuta proprio alla produzione di proteine anti- apoptosi di origine
virale, tra cui un analogo della Bcl-217.

Dal lato opposto un virus puo indurre apoptosi nelle cellule deputate a eliminarlo, e
questo sembrerebbe uno dei meccanismi responsabili della diminuzione dei linfociti T

nell’ AIDS.

4.1 P53, un gene soppressivo dei tumori che regola I’apoptosi indotta da

stress ossidativo

Il gene p53, quindi, svolge un ruolo importante nella protezione dell’organismo dallo

sviluppo di tumori: cavie deprivate di p53 sono altamente suscettibili allo sviluppo di
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% dei tumori umani sono associati a mutazioni a

TO UT PI9-

Diversi sono gli stimoli che attivano p53, tra questi ricordiamo il danno al DNA, ipossia,
mancanza di segnali di crescita 0 sopravvivenza e stress ossidativi.

P53, una volta attivato, media diversi tipi di risposte cellulari, tutte idonee a bloccare lo
sviluppo di tumori: arresto della crescita in G1, riparo dei danni al DNA, senescenza ed
apoptosi.

I meccanismi di attivazione di p53 sono molteplici e coinvolgono modificazioni post -
trasduzionali della proteina, degradazione e diverse localizzazioni intracellulari.

Una volta attivata, p53 agisce come attivatore trascrizionale (o piu raramente repressore)
su una serie di geni bersaglio che determinano la specificita della risposta di p53 allo
stress.

Molti sono invece i geni bersaglio con funzione pro-apoptotica attivati da p53 e, tra

questi, molti sono coinvolti in una via di segnalazione che coinvolge il mitocondrio.

4.2 Legame tra apoptosi, ros, mitocondri ed invecchiamento

La disregolazione dell’apoptosi € stata riscontrata in malattie autoimmuni, nella sindrome
da immunodeficienza acquisita ed in altre infezioni virali e batteriche, cosi come in
patologie neurodegenerative, cardiopatie e cancro.

Una disregolazione dell’apoptosi potrebbe inoltre contribuire al processo di
invecchiamento, una delle cause accertate di questo fenomeno é la parziale riduzione
dell’ossigeno molecolare.

La vita della maggior parte degli animali dipende in maniera assoluta dall’apporto di O,

necessario per la respirazione e quindi la produzione di energia.
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tti Ossidasi, inoltre pud essere incorporato in alcuni
substrati grazie ad altri enzimi, le Ossigenasi.
Prodotti collaterali del metabolismo aerobio, che diventano nocivi per I’organismo, sono i
cosiddetti ROS — Reactive Oxigen Species — e sono:

- Oz Anione supeossido;

- H,0O; Perossido di Idrogeno, liposolubile, attraversa le membrane;

- OH Radicale Idrossile, il piu reattivo.
Si tratta di potenti ossidanti, piu dell’ossigeno stesso, a causa di elettroni spaiati, sono
quindi radicali liberi.
Lo stress ossidativo, che origina dai ROS, rappresenta una sfida costante alla
sopravvivenza della cellula eucariotica e viene oggi considerato come I’agente causale di
numerose patologie degenerative e dello stesso processo di invecchiamento.
Tradizionalmente, i mitocondri sono stati considerati come la centrale di energia della
cellula, cioe il sito del macchinario della fosforilazione ossidativa coinvolto nella
produzione di ATP, inoltre i mitocondri sono coinvolti direttamente nella produzione di
ROS.
Un circolo vizioso di stress ossidativi e danno alle strutture cellulari pud portare alla
morte cellulare per apoptosi oppure a un declino energetico della cellula ed
all’invecchiamento.
I meccanismi attraverso i quali lo stress ossidativo contribuisce all’apoptosi,
all’invecchiamento ed alle patologie degenerative sono tuttavia problematici ed ancora

poco chiari.
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Figura 17 - Fenomeni di stress ossidativo e conseguenze chimico — morfologiche nella
cellula

4.3 P66Shc regola la funzione apoptogenica di p53

P66Sh e un gene dell’invecchiamento che regola I’apoptosi indotta da stress ossidativo;
insieme a p53 sono importanti mediatori della risposta apoptotica allo stress ossidativo.
Recenti esperimenti condotti nei laboratori dl Dipartimento di Oncologia Sperimentale
dell’Istituto Europeo di Oncologia suggeriscono che P66Shc & un importante mediatore
dell’effetto apoptogenico di P53 in seguito a stress ossidativo.

La forzata iper-espressione di P53 nelle cellule P66Shc € incapace di indurre apoptosi,
questo fenomeno sta ad indicare che la via effettrice a valle di p53 coinvolge P66Shc.
P66Shc regola solo la funzione apoptogenica di P53 e cio potrebbe spiegare il motivo per
cui i topi P66Shc non siano soggetti all’insorgenza di tumori spontanei, come invece

capita nei topi P53.
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danno, impedendo cosi la trasmissione di informazioni aberranti, che sono alla base della
tumorigenesi.

A riprova di tale fatto, le cellule p66Shc-/- (-/- = cellule con perdita della funzione del
gene p66) che mostrano un cariotipo stabile, contrariamente a cio che accade nelle cellule
p53-/- (ossia cellule con perdita della funzionalita del gene che produce P53), dove gia nei
primi passaggi di coltura in vitro si identificano vari gradi di poliploidia.

Per quanto concerne il meccanismo mediante il quale p53 attiva p66Shc, alcune ricerche
hanno dimostrato che il livello proteico di p66Shc € aumentato dallo stress ossidativo in
modo dipendente da p53, e che p53 stesso € in grado di indurre la stabilita proteica di
p66Shc, aumentandone quindi i livelli.

Piu complesso é invece il meccanismo molecolare mediante il quale p66Shc media
I’effetto apoptogenico di p53.

L’attivazione di p53 e la sua capacita di agire come fattore trascrizionale avviene in
maniera indipendente da p66Shc, suggerendo che p66Shc regola Iattivita di qualche gene
a valle di p53.

Come gia accennato, I’attivazione di p53 promuove la trascrizione dei geni PIGs,
I’aumento della concentrazione intracellulare dei ROS, il danno a carico dei mitocondri ed
il rilascio di citocromo c, con conseguente attivazione delle caspasi e quindi apoptosi.

E’ stato dimostrato che Iaumento dei livelli proteici di p66Shc, mediato da p53, € in
grado per sé di indurre I'aumento dei livelli intracellulari dei ROS, fenomeno questo che
potrebbe scatenare un circolo vizioso che innalzerebbe ulteriormente il livello globale di

stress ossidativo all’interno della cellula in modo da amplificare la segnalazione su p53.
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 di p66Shc, un evento indispensabile per la normale
risposta apoptotica allo stress ossidativo.

Un altro punto ancora da chiarire € come p66Shc possa indurre aumento dei livelli dei

ROS.
Stress Stress
auto N\ K/ Ccronico

tress
i idati
Blocco in 61 _tsidativo_

Riparo del DNA :!3

Senescenza pe

Figura 18 - Attivita di P53 e P66 su metaboliti di ROS I’apoptosi e I’invecchiamento.

Studiando cellule e tessuti estratti da topi normali e p66Shc-/-, non sono state riscontrate
variazioni nelle attivita catalasica e dismutasica, suggerendo che p66Shc puo in qualche
modo entrare a far parte di una via metabolica che regola la produzione dei ROS.

Il fatto che p53 sia in grado di attivare trascrizionalmente i geni PIGs, coinvolti nella
regolazione del livello ossido-riduttivo cellulare, potrebbe suggerire un ipotetico
meccanismo in cui p66Shc interagisce con tali geni per aumentare la produzione dei ROS.
Secondo molte teorie sull’invecchiamento, i ROS influenzerebbero la durata della vita
poiché responsabili dell’accumulo di mutazioni e delezioni, principalmente a livello del

DNA mitocondriale, e dell’aumento della velocita di accorciamento dei telomeri.
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bno in grado di aumentare i livelli intracellulari dei

ma presentano livelli di ROS sensibilmente piu bassi
rispetto alle cellule normali anche in condizioni basali.

Alla diminuita concentrazione di ROS corrisponde una marcata riduzione di danni a
carico del DNA mitocondriale e cio potrebbe spiegare perché i topi p66Shc-/- presentano
una durata della vita superiore rispetto ai normali.

Sorprendentemente, i livelli intracellulari di ROS e la quantita di alterazioni a carico del
DNA mitocondriale sono fortemente ridotti anche in cellule p53-/-.

Sembra quindi evidente I’esistenza di una via di segnalazione che coinvolge p53 e
p66Shc, questa da una parte regola i livelli di ROS intracellulari e di danno al DNA
mitocondriale, e dall’altra I’apoptosi indotta da stress ossidativo.

Questi risultati suggeriscono, quindi, che I’entita del danno ossidativo intracellulare ¢
geneticamente determinata, e che p53 e p66Shc sono entrambi determinanti genetici

dell’invecchiamento.

4.4 Cenni sulla senescenza cellulare

La senescenza puo essere definita come la progressiva diminuzione della capacita di un
organismo di rispondere agli stress ambientali e la sua maggiore vulnerabilita e
suscettibilita alle malattie; conseguentemente la mortalita cresce in modo esponenziale
con I’invecchiamento.

Proteine come la lipofuscina, marker vero e proprio di invecchiamento e, a livello
cerebrale la proteina amiloide, sono coinvolte con I'aumento nella patogenesi della

malattia di Alzheimer, e la presenza di quest’ultima in vari tessuti cerebrali, & un
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Iinvecchiamento cerebrale non patologico®. In

me i neuroni, con I’andare del tempo fanno piu fatica
a mantenere invariato il catabolismo proteico.

La difficolta di mantenere I’omeostasi di fronte a stimoli esterni & una delle caratteristiche
piu tipiche dell’invecchiamento, in cui non si modificano parametri di base o a riposo, ma
si perde la capacita a rispondere adeguatamente a stimoli come quelli derivanti
dall’esercizio fisico o dalla deprivazione di cibo, oppure possono comparire mutazioni
geniche che hanno effetti tardivi.

La Teoria Stocastica propone che I’invecchiamento sia causato da un accumulo di danni
casuali alle molecole vitali; I’'accumulo di questi danni puo arrivare a produrre il declino
fisiologico associato all’invecchiamento, la capacita di riparare il DNA danneggiato
dall’esposizione a raggi ultravioletti di cellule somatiche sembra correlare direttamente
con la MLSP (Maximum Lifespan Potential — Massima eta raggiungibile) dell’organismo
da cui derivano le cellule®.

Questa teoria si propone di spiegare, su base casuale, I’'inserimento di qualche errore di
sintesi o di trascrizioni di proteine che svolgano un ruolo rilevante nella sintesi di DNA o
di altre macromolecole coinvolte nella replicazione cellulare. Col tempo gli effetti di
questi errori sarebbero amplificati e capaci di produrre una “catastrofe” cellulare per il
ruolo cruciale svolto dalle proteine.

Le proteine erroneamente sintetizzate sarebbero in grado di attivare una catena di eventi
non controllabili ed incompatibili con la vita. Oltre alle modifiche dello steady-state delle
proteine, I’invecchiamento porta con sé alcune alterazioni qualitative delle proteine che

danno luogo ad effetti funzionali errati.

49 Coernwell 1980
50 Hart, 1974
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subiscono una riduzione della loro attivita catalitica,

| della stabilita alle temperature ed aumento del
contenuto di carbonili nelle proteine. Questi effetti sono dovuti alla diretta ossidazione dei
residui aminoacidici, alla ossidazione da metalli ed a modifiche dei prodotti di
ossidazione lipidica e di glicazione.

Le modifiche post-traduzionali delle proteine possono danneggiare le cellule, e
conseguentemente gli organismi; esempio tipico di questo fenomeno € la reazione non
enzimatica tra carboidrati e gli amino gruppi delle proteine, definita glicazione, che da
luogo agli AGEs (advanced glycosilation end-product).

Gli AGEs aumentano con I’invecchiamento e sono implicati nel diabete, nelle malattie del
bulbo oculare e nell’accumulo di amiloide cerebrale®”.

Numerose matrici extracellulari, come collagene, elastina ed osteocalcina, vanno incontro
con I’eta ad aumenti dei loro legami covalenti che sono responsabili dell’irrigidimento di
alcuni tessuti. Questo irrigidimento associato all’aumento della glicazione puo indurre
direttamente I’apoptosi®2.

I danno da radicali dell’ossigeno (ROS) ¢ la base di un’altra teoria che ha caratteristiche
in comune sia con quelle stocastiche che con quelle genetiche evolutive.

Questa teoria inizialmente proposta da Harmann negli anni cinquanta attribuiva al danno
indotto dai radicali liberi gran parte del fenomeno di invecchiamento®.

E’ stato dimostrato che le specie reattive dell’ossigeno possono avere un ruolo nella
regolazione di diverse funzioni cellulari quali la replicazione cellulare, I’espressione

genica differenziale e la morte per apoptosi.

51 Baynes, 2001
52 Obrenovich, 2005
53 Harmann, 1956
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cuore, nel fegato e nel rene é stata vista essere

SP, sebbene I’attivita degli enzimi anti-ossidanti non
si & dimostrata proporzionale alla massima durata di vita nei mammiferi.

E’ stato proposto che le specie reattive dell’ossigeno contribuiscano significativamente
all’accumulo di mutazioni del DNA mitocondriale (DNAmt) dando luogo ad una graduale
perdita dell’attivita bio - energetica della cellula e, conseguentemente, al suo
invecchiamento ed alla sua morte.

Questa ipotesi tiene conto che piu del 90% del consumo di ossigeno nelle cellule avviene
a livello mitocondriale®.

Il danno del DNAmt da radicali dell’ossigeno aumenta in modo eta - dipendente nel
muscolo scheletrico, nel diaframma, nel muscolo cardiaco e nell’encefalo e corrisponde
con I’aumento progressivo di mutazioni, sia puntiformi che deletive, del DNAmt.

Occorre sottolineare che il DNAmt viene trasmesso per via materna, inoltre continua a
replicarsi sia nelle cellule che proliferano sia in quelle post-mitotiche ed e soggetto a
mutazioni piu frequenti che il DNA nucleare.

Questo e dovuto in parte all’inefficiente sistema di riparo, in parte alla vicinanza del
DNAmt con la membrana mitocondriale dove i radicali vengono prodotti.

Il danno mitocondriale risulta evidente non solo nell’invecchiamento fisiologico ma anche
nelle malattie neurodegenerative® e nella gran parte delle miopatie scheletriche e
cardiache™ .

In uno studio di espressione effettuato nel tessuto cerebrale di soggetti tra i 26 e i 106 anni
si dimostra che progressivamente, durante I’invecchiamento, viene ridotta I’espressione di

geni coinvolti nella trasmissione nervosa e nella funzione mitocondriale, é ridotta anche

54 Perez - Campos et al. 1998
55 Terman, 2004
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Iti nella risposta allo stress ossidativo, nel riparo del

geni con espressione ridotta.

Il danno al DNA riduce I’espressione di alcuni geni coinvolti nell’apprendimento, nella
memoria e nella sopravvivenza neuronale, iniziando cosi un programma di
invecchiamento cerebrale®®. Fenomeni apoptotici sono stati descritti in quasi tutte le
malattie neurodegenerative a cominciare dall’ Alzheimer e dal Parkinson®’.

Ci sono alcune patologie a cui € stato riconosciuto avere le -caratteristiche di
invecchiamento precoce®®, tra esse vi sono la sindrome di Hutchinson - Gilford
(invecchiamento precoce nei bambini) che e una patologia estremamente rara che si
sviluppa entro pochi anni dalla nascita. La malattia si manifesta con alterazioni della
postura, raggrinzimento della pelle e ritardo nella crescita. | pazienti soffrono di
arterosclerosi e muoiono entro i 30 anni per infarto cardiaco.

La sindrome di Werner (progenie nell’adulto - WS) € una patologia ereditaria, autosomica
recessiva, in cui i pazienti sviluppano precocemente arterosclerosi, intolleranza al
glucosio, osteoporosi, incanutimento e calvizie precoce, atrofia cutanea e menopausa. |
soggetti affetti da WS non soffrono in maniera particolare di ipertensione, tuttavia
muoiono prima dei 50 anni. Il gene responsabile della WS é stato localizzato sul
cromosoma 8 e codifica per un’elicasi coinvolta nel meccanismo di avvolgimento del
DNA che gioca un ruolo nella replicazione e nel suo riparo Le cellule provenienti da
questi soggetti, coltivate in vitro, mostrano un’instabilita cromosomica ma non hanno

apparenti difetti nei meccanismi di riparo del DNA.

56 Lu, 2004
57 Forloni, 1996
58 Kipling, 2004
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zione di una cellula danneggiata o vecchia che puo
essere rimpiazzata dal proliferare di un’altra cellula mantiene I’organismo piu giovane.

In questa maniera si spiega I’effetto pro-apoptico esercitato dalla dieta ipocalorica nei
confronti dei linfociti T.

D’altro canto occorre anche considerare che nei confronti delle cellule nervose il
fenomeno apoptotico ha una doppia valenza: € utile durante lo sviluppo per la selezione
del corretto numero di cellule necessarie per la realizzazione del network cerebrale,
mentre invece diventa un danno irreparabile quando associato alle malattie
neurodegenerative.

La progressiva espressione di fenomeni tipici dell’invecchiamento mettono comunque a
dura prova I’organismo che diventa, ad un certo punto, incompatibile con la vita stessa,
determinando direttamente o indirettamente la morte dell’organismo stesso. Ovviamente
la gia complessa e articolata situazione biologica si arricchisce nell’'uomo di diverse altre
componenti, psicologiche e sociali, che definiscono la qualita e la durata

dell’invecchiamento.
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NEURODEGENERATIVE

Le malattie neurodegenerative sono caratterizzate da una elevata morte neuronale.
L’aspetto piu evidente di questo gruppo di patologie e I’estrema specificita del processo
patologico per particolari tipi di neuroni.

L’invecchiamento incide, in generale, molto di piu sui neuroni rispetto alle altre cellule
dell’organismo, infatti essi mostrano un maggior accumulo di stress ossidativo, di
proteine danneggiate e di lesioni al DNA.

Nonostante evidenze sperimentali, il ruolo dell’apoptosi nell’insorgenza delle malattie
neurodegenerative e oggetto di acceso dibattito. Se, infatti, € provato che I’apoptosi e
coinvolta in molti meccanismi che conducono al danno neuronale, non pud ancora essere
confermato un suo ruolo nell’eziopatogenesi. Innanzi tutto per la difficolta nel distinguere
sperimentalmente il processo apoptotico da quello necrotico, poi, perché i sintomi clinici
delle malattie neurodegenerative sono principalmente connessi con la perdita funzionale
dei neuroni, piu che con la morte cellulare, sia essa per apoptosi che per necrosi. Tale
perdita funzionale € spesso dovuta all’accumulo, all’interno dei neuroni, di aggregati
proteici intracellulari che impediscono lo svolgersi di normali funzioni vitali, quali il
trasporto dei nutrienti lungo gli assoni. In modelli animali sperimentali, se tali depositi
vengono rimossi, per esempio inibendo la formazione delle proteine mutate, la funzione
neuronale viene preservata®. La demenza & una patologia che coinvolge oltre alla

memoria anche altre importanti funzioni cognitive e che compromette I’autonomia

59 Lee,2002
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aratterizzano la demenza, cosi come esistono diverse
forme di demenza, di esse la piu frequente e la malattia di Alzheimer le cui cause non
sono tutt’oggi chiarite. E’ noto che nel cervello delle persone affette dalla patologia di
Alzheimer si accumulano proteine in forma amiloide al posto di quelle normalmente
strutturate, che causano la morte dei neuroni, provocando nei pazienti deficit di memoria
sempre piu gravi, oltre ad un peggioramento graduale del ragionamento, del linguaggio,
fino ad arrivare ad una compromissione dell'autonomia funzionale e della capacita di
svolgere le normali attivita quotidiane. La ricerca ha messo anche in evidenza il
coinvolgimento di una proteina alterata, chiamata tau, nel processo di apoptosi, processo
che solitamente avviene in modo controllato ma che diventa aberrante e si auto-propaga
nei pazienti colpiti dal morbo di Alzheimer, gia durante la fase iniziale della malattia.

Il morbo di Alzheimer é caratterizzato dalla progressiva perdita delle capacita cognitive,
con particolare riguardo alla memoria. Questa perdita € imputabile ad una lenta ma
progressiva degenerazione e morte di intere popolazioni di cellule nervose o neuroni ed
alla progressiva atrofizzazione delle fibre nervose. All'interno delle cellule in via di
degenerazione si riscontrano delle strutture denominate “paired helical filaments (PHF).”
La proteina tau, svolge normalmente un ruolo fondamentale nell'assemblaggio e
nell'attivita dei microtubuli, le strutture portanti polimeriche della cellula, che presiedono
alla crescita delle fibre nervose nel corso dello sviluppo e alle loro molteplici funzioni nel
cervello dell'adulto, che a loro volta controllano i processi di apoptosi. Quando insorge la
malattia di Alzheimer, i frammenti di tau si staccano dai microtubuli andando a formare i
grovigli neurofibrillari e innescando una sorta di reazione a catena di 'suicidio’ collettivo

dei neuroni.
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ria struttura, fosforilazioni di varia entita, che ne
alterano in modo irreversibile la sua funzione primaria. All'esterno dei neuroni in via di
degenerazione e morte, inoltre, si vengono progressivamente a depositare delle fibrille
altamente insolubili formate da un peptide denominato beta-amiloide. Questo peptide
proviene da una proteina denominata precursore dell'amiloide, detto APP, che e presente
nel contesto della membrana dei neuroni ma la cui funzione & sconosciuta. Di norma
I’APP viene attaccato da enzimi proteolitici denominati secretasi con produzione dei suoi
metaboliti che vengono secreti nello spazio extracellulare. L'apoptosi svolge un ruolo
fondamentale non solo nel corso dello sviluppo del sistema nervoso, ma anche nell'adulto,
quando una cellula nervosa invecchia e deve essere eliminata. In effetti cio avviene di
consueto, ma di per se non costituisce una causa di grave perdita funzionale, perché
questo lento ma inesorabile depauperamento € minimo rispetto alla dote iniziale che
abbiamo e perché colpisce piu 0 meno tutti i distretti del cervello in modo leggero.

Nel morbo di Alzheimer, pero, la perdita € molto pit massiccia, veloce e concentrata in
quelle aree cerebrali alle quali si & fatto cenno. Una delle ipotesi € che questa malattia sia
dovuta ad un'impropria attivazione del programma di morte per apoptosi caratterizzata da
quella intensita, rapidita e specificita di localizzazione che sono tipiche di questa malattia.
Infatti nell’Alzheimer, come in altre patologie neuro-degenerative, l'apoptosi €

incontrollata.
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Figura 19 - Neuroni Cerebellari indotti in apoptosi (color giallo chiaro) e colorati
con un anticorpo che riconosce la proteina tau

La malattia di Alzheimer e principalmente una malattia sporadica. Esistono forme
ereditarie che rappresentano meno del 5 per cento di tutti i casi. Un fattore di rischio
ereditario € la presenza nel genoma di un particolare allele del gene dell’apoproteina che,
tuttavia, non & né necessario né sufficiente per la comparsa della malattia. Ci sono soggetti
portatori dell’allele che non si ammalano e soggetti non portatori che si ammalano.
Aiutano a prevenire la malattia gli stili di vita e le abitudini comportamentali. Sono
soprattutto lo stimolo intellettivo, gli interessi culturali, I’avere uno scopo nella vita,
I’accettare la sfida, il “can-do factor”, il posso farcela, che proteggono il cervello: use it or
lose it, dicono gli americani: usalo o lo perdi. Non essendo del tutto nota la patogenesi,
non ci sono ancora farmaci in grado di curarla. Si usano, per rallentarne la storia naturale,
farmaci che riducono la degradazione cerebrale dell’acetilcolina, deficitaria nel paziente
colpito da Alzheimer.

Non hanno fornito risultati soddisfacenti i farmaci antiossidanti a base di vitamina E.

64


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

£ 0

Your complimentary

use period has ended.

Thank you for using

O m p | ete PDF Complete.

Cllck Here to upc

ale Cervello di un soggetto con
malattia di Alzheimer

Figura 20 - differenze riscontrabili alla RMF tra un encefalo normale e un encefalo
allo stato patologico di Alzheimer.

La presenza di disturbi soggettivi e isolati di memoria in assenza di disturbi funzionali
nelle usuali attivita strumentali quotidiane € piu predittiva di normalita che di incipiente
deterioramento cognitivo. Diverso € il caso di soggetti che lamentino disturbi di memoria
che interferiscano anche solo lievemente con le usuali attivita e/o che siano documentabili

come alterazioni modeste della performance di memoria in test neuropsicologici ad hoc.

5.1 Parkinson

Il Morbo di Parkinson é una malattia neurodegenerativa a decorso cronico che insorge in
genere intorno alla quinta decade. La malattia prende il nome dal neurologo inglese James

Parkinson, che per primo nel 1817 ne descrisse i sintomi. La patologia ha un andamento
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e la patologia neurodegenerativa piu diffusa, con
un’incidenza media dell’1,5% nella popolazione sopra i 65 anni di eta.

Il Morbo di Parkinson é caratterizzato dalla presenza di almeno due dei seguenti sintomi:
rigidita muscolare, bradicinesia, tremore a riposo e perdita dei riflessi posturali.

Principale causa di questi sintomi € la degenerazione e conseguente perdita selettiva del
numero e dell’attivita dei neuroni dopaminergici appartenenti alla substantia nigra, in
particolare della pars compacta, questi neuroni, che originano dal nucleo caudato e
putamen, fanno parte di un complesso circuito neuronale che insieme a corteccia, gangli
della base e talamo partecipano al controllo del movimento volontario.

La pars compacta manda proiezioni dopaminergiche allo striato che é la struttura
d’ingresso degli impulsi dei gangli della base e riceve stimoli eccitatori glutamatergici da
parte di molte aree della corteccia soprattutto di tipo associativo Infatti solo il 7% delle
cellule del nucleo striato e attivo durante il movimento, le restanti cellule sono in
relazione con gli avvenimenti dell’ambiente che preparano I’esecuzione del movimento,
dunque, sono implicati nella risposta comportamentale dell’individuo. Lo Striato oltre ad
avere degli interneuroni interni eccitatori colinergici che attivano le fibre striatali stesse,
segue due vie di proiezione per raggiungere la corteccia cerebrale, una via diretta ed una
via indiretta. Comprendiamo a questo punto I’importanza della Pars Compacta che,
tramite le sue proiezioni, é in grado di modulare le strutture output dei gangli della base
regolando i segnali di controllo dei movimenti. Nel Parkinson la degenerazione della pars
compacta fa si che la via diretta, invece di essere attivata, venga inibita con conseguente
minore attivazione dei nuclei talamici che non potranno attivare la cortex e, che la via
indiretta, invece di essere inibita, venga attivata con conseguente iperattivita del nucleo

striato ad inibire ulteriormente I’attivazione della cortex tramite I’inattivazione dei nuclei
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un’assenza del controllo dei movimenti, infatti non

movimenti, come abbiamo visto prima, ma la loro
coordinazione dall’inizio alla fine, perché strettamente correlata alla funzionalita ed agli
stretti rapporti tra strutture input ed output dei gangli della base. La patogenesi €
caratterizzata da perdita di attivita da parte dei neuroni dopaminergici, con comparsa di
inclusioni intracellulari note come corpi di Lewy.

La perdita progressiva dei neuroni dopaminergici avviene fisiologicamente durante
I’invecchiamento, ma non raggiunge mai il valore di 70-80% di neuroni dopaminergici
che causa I’insorgenza sintomatica del PD; il processo che determina la morte neuronale
coinvolge una cascata di eventi, che includono la disfunzione mitocondriale e lo stress
ossidativo.

La funzionalita del metabolismo ossidativo neuronale si riduce con I’avanzare dell’eta, in
parte a causa di un accumulo di mutazioni nel genoma mitocondriale. Analisi post-
mortem di pazienti affetti da PD evidenziano un’eccessiva riduzione del complesso della
catena respiratoria mitocondriale, che si riflette in un deficit energetico e metabolico
dovuto ad una ridotta produzione di ATP.

Sebbene il glutammato sia necessario per le normali funzioni cerebrali, la sua presenza in
quantita eccessive nello spazio sinaptico puo determinare morte cellulare eccitotossica. Il
notevole incremento intracellulare di questo ione costituisce il principale segnale di morte

cellulare, sia nella necrosi che nell’apoptosi.
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Figura 21 — Meccanismo di eccito tossicita

5.3 Ruolo dello stress ossidativo nel Morbo di Parkinson

Il cervello umano costituisce appena il 2% del peso corporeo, ma consuma una quantita di
ossigeno di gran lunga superiore a quella di tutti gli altri organi, ossia circa il 20% della
quantita disponibile.

L’elevata attivita metabolica cerebrale, unita alla ridotta capacita di rigenerazione
cellulare e all’inferiore concentrazione di catalasi, glutatione perossidasi e tocoferoli,
rende le strutture del Sistema Nervoso Centrale, particolarmente suscettibili ad un danno
di tipo ossidativo.

L’ossigeno assume quindi il duplice ruolo di elemento di vitale importanza e di potenziale
causa di tossicita. 1l danno di tipo ossidativo e da considerarsi come conseguenza di
un’alterazione del bilancio dell’attivita pro-ossidante ed antiossidante cellulare .

I neuroni dopaminergici sono particolarmente vulnerabili allo stress ossidativo.

68


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Your complimentary
use period has ended.

Thank you for using
O m p I ete PDF Complete.

Click Here to upg |la morte neuronale

Unlimited Pagegi

a sopravvivenza neuronale viene mantenuta da una complessa ed interconnessa rete di
segnali che possono essere attivati in risposta a molteplici stimoli cellulari. Uno squilibrio
nella regolazione delle vie di trasduzione del segnale pud determinare drastiche
conseguenze nella funzione o nel destino dei neuroni. Analizzando il tessuto nigrale
danneggiato con la tecnica del TUNEL, che permette di mettere in rilievo i nuclei
apoptotici, & stato messo in evidenza che il loro numero, nei pazienti affetti da Morbo di
Parkinson, & maggiore di quello mostrato nel corso del normale invecchiamento. Va
ricordato che con I’eta si ha una perdita fisiologica di neuroni, e si tratta di un graduale e
relativo decremento, circa il 5% per decade, di neuroni della SNpc e del contenuto di
dopamina dei gangli basali. Nel MP idiopatico, invece, la morte apoptotica risulta
rapidamente esponenziale con una perdita all’“onset” dei sintomi pari al 70-80% circa della
dopamina e al 50% circa dei neuroni dopaminergici nigrali. Sembra che questo declino nel
MP classico idiopatico non sia precoce ma, all’inizio, sia lento e subordinato senza alcun
sintomo, poi, raggiunta la media eta, diviene rapidamente progressivo raggiungendo a soli

5 anni dall’*onset” dei sintomi una devastante perdita neuronale.
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Figura 22: Principali vie di trasduzione del segnale apoptotico e anti apoptotico.

Un modello sperimentale che rivela I’'importanza del processo apoptotico nella patogenesi
del MP ¢ offerto dalla 6-OH-doparnina (6-OH-DA). Da studi recenti condotti su questo
modello & emerso che, la melatonina neuronale previene I’apoptosi 6-OH-DA-indotta,
prevenendo la riduzione degli mRNAs per diversi enzimi antiossidanti. Dunque, la
melatonina si propone come un ottimo candidato terapeutico sia perché privo di effetti
collaterali (essendo un componente fisiologico endogeno), sia perché attraversa facilmente
la barriera ematoencefalica (BEE). Altri studi, invece, fanno capo all’utilizzo di fattori
neutrofici e anti-apoptotici, questi fattori, espressi fisiologicamente durante lo sviluppo
embriogenetico, sono conosciuti e potrebbero salvare i neuroni danneggiati da danni

tossici, meccanici o ischemici e, quindi, i neuroni dopaminergici nigrali.
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In biologia un fenomeno che accomuna processi fondamentali per I’organismo come lo
sviluppo embrionale, il corretto funzionamento del sistema immunitario o patologie come
I’infarto del miocardio, I’AIDS, il cancro ed il morbo di Alzheimer: e I’ apoptosi.
Descritta per la prima volta nel 1842 dallo scienziato tedesco Carl VVogt, si dovra giungere
al 1972, dopo la pubblicazione di uno storico articolo a firma di Alastair R. Currie,
Andrew Wyllie, e Ross Kerr su British Journal of Cancer, per riconoscere I’apoptosi
come un processo biologico fondamentale per gli organismi multicellulari.

La definizione deriva dal greco, apo - da, e ptosis — caduta, ad indicare la caduta delle
foglie dalle piante o dei petali dei fiori, un processo di morte programmata,
completamente diverso da quello per necrosi.

Se irreversibilmente danneggiata, la cellula, attraverso il meccanismo apoptotico, pud
programmare la propria morte per proteggere dal danno le cellule vicine, e, in definitiva,
I’intero organismo; in questo modo, e diversamente da quanto avviene dopo una morte
necrotica, si possono controllare fenomeni di autoimmunita, inflammazione e lo sviluppo
dei tumori.

Nell’uomo, e in tutti i vertebrati, I’apoptosi controlla il normale sviluppo embrionale e, a
livello del sistema immunitario, I’eliminazione di cellule infettate da virus o cancerose .

L apoptosi riveste un importante ruolo regolatore nell’omeostasi cellulare ovvero sulla
capacita degli organismi di mantenere uno stato di equilibrio dinamico con I’ambiente

esterno e, in generale, essa controlla la rimozione di cellule anormali in tutti i tessuti.
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Figura 23. Cellule apoptotiche indicate dalle frecce.

L’ apoptosi e caratterizzata da cambiamenti morfologici peculiari che sono modulati
secondo dei meccanismi genetici molto conservati nella scala evolutiva, dai vermi, ai
moscerini della frutta fino ai mammiferi, e che si attivano secondo un ordine ben definito,
in risposta ad un segnale endogeno od esogeno.

Questi cambiamenti morfologici riflettono profonde alterazioni biochimiche e molecolari
che non si riscontrano quando le cellule muoiono dopo un semplice processo necrotico.
Pertanto, una deregolazione del programma apoptotico, pud contribuire alla
manifestazione di patologie tumorali, autoimmuni, neurodegenerative ed ischemiche.
Durante le fasi precoci del processo apoptotico, la cellula si condensa perdendo
rapidamente volume, diminuisce i contatti con le cellule limitrofe ed esprime sulla
superficie cellulare esterna molecole non espresse in condizioni normali, con la funzione
di riconoscimento da parte dei macrofagi.

Queste sono le cellule “spazzino” del nostro sistema immunitario, che provvedono
all’eliminazione per fagocitosi dei detriti cellulari alla fine del processo quando la cellula
si e trasformata in complessi membranosi indicati come corpi “apoptotici”, rapidamente

rimossi per evitare possibili risposte inflammatorie e processi flogistici secondari.
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pbossono essere: deprivazione di fattori di crescita,

chemioterapici usati nella cura dei tumori e delle
leucemie e infine I’attivazione dei “death receptor” ovvero i recettori apoptotici presenti
sulla membrana cellulare che si attivano in risposta a specifici ligandi “death ligands”.

L apoptosi prevede, infatti, due diverse vie di attivazione, quella estrinseca o recettore-
dipendente e quella intrinseca. Nel primo caso, il segnale di morte e fornito
dall’attivazione del recettore apoptotico, espresso sulla superficie cellulare, attraverso il
legame con il proprio ligando, nel secondo da danni a livello delle strutture cellulari.

In questo stimolante campo di ricerca si inserisce lo studio svolto nel laboratorio di
Chemioprevenzione Alimentare dell’ ISA CNR di Avelllino.

Qui, infatti, si studia la capacita di alcune molecole naturali presenti nella dieta come i
polifenoli, nell’indurre apoptosi in cellule tumorali umane e la loro interazione con le vie
di segnale dei death receptors.

In qualita di psicologi, ma principalmente come uomini e donne di cultura, € doveroso
chiedersi se esiste un motus imprimendi mentis che da il via ai meccanismi degenerativi.
Questa tesi e nata non gia con il fine di dare risposte a questo quesito, obiettivo che
avrebbe connotazione quantomeno presuntuosa, ma con lo scopo di accertare se gli
psicologi se lo siano posti, e se si, in qualche modo abbiano teorizzato in merito.

Per poterlo fare é stato doveroso, con I’aiuto della biologia molecolare, ripercorrere il
funzionamento biologico del nostro organismo, partendo dall’unita fondamentale da cui é
costituito: la cellula.

Quali siano i meccanismi biologici e molecolari che ad un certo punto della vita
innescano i disturbi neurodegenerativi, € a tutt’oggi oggetto di studio che vede
protagonisti schiere dei migliori scienziati ricercatori, biologi molecolari, medici patologi,

eccC.
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Si meccanismi che regolano la vita cellulare, la sua

re di omeodinamiche) & di per sé affascinante e
rivelativo di quanto noi siamo straordinariamente organizzati e interdipendenti fin a
livello molecolare.

I moderni biologi cellulari hanno evidenziato quanto il successo degli organismi biologici
dipenda dalla collaborazione e dalla condivisione di informazioni genetiche fra cellule. |
primi organismi unicellulari apparsi sulla terra erano colonie disgregate, che contavano al
massimo decine o centinaia di cellule.

L’evoluzione ha prodotto organizzazione. questa ha permesso I’aggregazione di milioni,
miliardi, triliardi di cellule, quante ne conta un individuo. In una densita tale le cellule
hanno creato ambienti strutturati e si sono suddivise i compiti specializzandosi con
precisione ed efficienza, e questa specializzazione é stata memorizzata nei geni per il suo
trasferimento a cellule successive.

La specializzazione offre il vantaggio di vivere con meno: il ruolo della cooperazione e
preziosissimo nel sostenere la vita, molti organismi vivono grazie ad esso, grazie ad
alleanze strategiche e rapporti simbiotici. Ne € un esempio la teoria della fusione
mitocondriale con batteri anaerobici (la teoria endosimbiotica), lo osserviamo nella
cooperazione fra batteri e organismi pluricellulari.

Ogni eucariote possiede gli equivalenti funzionali del nostro sistema nervoso, apparato
digerente, sistema respiratorio, escretorio, endocrino, muscolo — scheletrico, circolatorio,
tegumentale, riproduttivo e persino un primitivo sistema immunitario, che utilizza una
famiglia di ubiquitine, analoghe agli anticorpi®. Le cellule analizzano migliaia di stimoli
provenienti dal micro habitat in cui vivono, proprio come fanno gli individui, attraverso

I’analisi e I’elaborazione dei dati, ne derivano risposte adeguate alla sopravvivenza; sono

¢ B. H. Lipton, 2009
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Click Hero'io apprendimento, quando il virus di una malattia le

one di proteine — anticorpo, per farlo, la cellula crea
un clone che servira da modello ad un gene per la creazione di quella precisa proteina
efficace contro quel virus e lo trasmettera alle cellule figlie. Le cellule attivate per la
produzione di anticorpi utilizzano un sorprendente meccanismo chiamato “affinity
maturation” ossia maturazione per affinita, che consente loro di adattare perfettamente la
forma del suo anticorpo, in modo che diventi il perfetto complemento del virus invasore®.
La nostra mente, e frutto di questi equilibri e comunicazioni, di queste micro-
organizzazioni tanto complesse e funzionali, da risultare di difficile comprensione anche a
chi le pratica come studioso, il capacitarsi della loro molteplicita e sincronia.

La perfezione degli scambi di funzioni chimico — fisiche che si susseguono con ritmi
preordinati e tempi non percepibili ai nostri sensi, ha dell’imponderabile. | geni
forniscono la struttura e la chiave dell’organizzazione proviene da segnali esterni percepiti
soggettivamente che danno I’avvio all’organizzazione cellulare. Nel percorso evolutivo
degli organismi pluricellulari, la cooperazione a vantaggio della sopravvivenza e diventata
anche una legge economica: la specializzazione di ogni singolo gruppo ha permesso di
compiere piu compiti a minor dispendio di energia. Un processo di specializzazione
citologica permette alle cellule la costruzione di tessuti e quindi di organi. La scoperta
dell'esistenza di un programma per il suicidio cellulare indotto, costituisce uno degli
eventi piu significativi dell'ultimo decennio delle ricerche biologiche. Il fatto che nel
DNA di ogni cellula esista un programma che, quando attivato, provoca la morte della
cellula, puo sembrare a prima vista una specie di anomalia della natura.

Freud stesso asseri: “I’individuo conduce effettivamente una doppia vita, come fine a sé

stesso e come anello di una catena di cui & strumento, egli & veicolo mortale di una

61 1j et al. 2003; Adams et al. 2003
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pbiamo rammentare che tutte le nozioni psicologiche

n 0, dovranno un giorno essere basate su un sostrato
organico.” (Freud —Introduzione al Narcisismo —1914).
Il percorso che ci ha condotto dallo studio del funzionamento vitale di una cellula,
all’orchestramento di tutte le comunicazioni intercellulari e quindi alla formazione e
crescita di un organismo, € affascinante e stupefacente: dal momento della sua nascita,
owvvero da quando semplice aggregazione cellulare in forma di blastula, si comincia a
differenziare nelle tre principali formazioni che daranno origine agli organi, all’epitelio ed
al tubo neurale; appare evidente quanto I'unita cellulare sia al contempo autonoma e
dipendente dalle altre.
La sua dipendenza ¢ cio che consente all’organismo di sviluppare, di equilibrarsi e di
funzionare; la sua autonomia € il controllo delle sue proprie funzioni che, se non congrue
e corrispondenti a regole vitali per I'organismo di appartenenza la predispone
all’autodistruzione, I’apoptosi, appunto.
Abbiamo visto come Freud stesso avesse postulato, ben prima della scoperta della Morte
Cellulare Programmata, I’istinto di morte degli organismi viventi, quasi un desiderio di
tornare allo stato immateriale.
Tuttavia non si puo ridurre quanto postulato da Freud e che oggi la biologia definisce con
il nome di Morte Cellulare Programmata, come mero cupio disolvi; alla luce degli studi
che ci conducono alla moderne conclusioni possiamo tranquillamente asserire che gli
organismi siano dotati di un intelligenza propria fin dall’unita di base. Quando cio non
accade, quando la cellula va contro I’interesse dell’organismo di appartenenza, quando si
instaura ribellione e anarchia, si ha la neoplasia.
Alcuni individui, nel percorso fisiologico di senescenza, si ammalano di malattie tipiche

del decadimento, come arteriosclerosi e le demenze senili, altri no: la scienza moderna, in
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fudiando le correlazioni esistenti fra un uso vitale e

hiamento fisiologico e, al contrario, un “non uso” e il
conseguente depauperamento delle funzionalita che darebbe il via alle disfunzioni
neuronali.

Tutto si influenza reciprocamente, fin dalla particella piu piccola dell’atomo, tutto
comunica e inter- scambia, tutto € cooperazione. Le malattie che rappresentano le cause di
invalidita e morte maggiori, non sono dovute a trasmissione genetica ma a complesse
interazioni di molteplici fattori genetici con quelli ambientali, comunicazioni errate ed
aberrate; e indubbio che alcune malattie come la Corea di Huntington, la talassemia Beta
o la Fibrosi Cistica siano trasmesse geneticamente ma, € vero anche che i disturbi dovuti
ad un singolo gene colpiscono meno del 2% della popolazione.

L’intelligenza della cellula e quella di mettersi al servizio della comunita di cellule, di
comunicare e imparare dalle altre, I'importanza di un ambiente in equilibrio, conforme
alle esigenze della vita permette alle cellule tutte, di cooperare per la sopravvivenza del
sistema, se viene interrotto I’equilibrio esse stesse attivano [I'autodistruzione. La
patologia, la senescenza non sono I’effetto, sono solo una tappa che precede I’epilogo di
organismi con caratteristiche non pit conformi alle esigenze di vita.

Non possiamo piu separare i processi mentali dai processi del corpo: la mente, la
memoria, risiede sia nel corpo che nel cervello e le emozioni stabiliscono un legame
influenzando entrambi. Gli studi non possono piu scindersi tra scientifici e umanistici,

I’uomo é tutt’uno.
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La memoria cellulare & per molti un concetto nuovo, la cellula riproduce, seppure in
dimensioni microscopiche, tutto il nostro essere; diventare coscienti di cio che avviene
dentro di sé e la miglior terapia per una miglior qualita della vita che, é la miglior terapia

per un invecchiamento fisiologico senza patologie degenerative.

62 Roy Martina, 2009
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