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6.1. Modalita principali di morte cellulare ﬁ ﬂ@f

05~ Le modalita di morte cellulare possono essere ricondotte a due modelli:

@ morte subita: il cui aspetto morfologico e la necrosi

@ morte procurata o suicidio cellulare: la cui forma tipica (anche fisiologica) e I'apoptosi

I5° La forma meglio studiata e forse la piu frequente di morte accidentale e quella dovuta a
carenza di ossigeno.

Poiché nella morte ischemica la cellula presenta rigonfiamento Friedrich Daniel von
Recklinghausen gia nel 1910 propose per questa modalita il nome di oncosi (dal greco ovkoc,
gonfiore)

05° Le modalita principali di morte cellulare programmata sono

@ apoptosi propriamente detta

@ anoikis Figura 6.1.
Friedrich Daniel
@ piroptosi von
PITOP Recklinghausen.
@ morte cellulare associata a differenziamento estremo é’gglgignl%ea di public
@ eccito-tossicita ihm.nlm.nih.gov

@ auto-fagocitosi

@ degenerazione walleriana



http://ihm.nlm.nih.gov/luna/servlet/view/search?q=186862&search=Search
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6.2. La morte cellulare accidentale subita e la necrosi ﬁﬁ@f

6.2.1. L.A MORTE CELLULARE PRECEDE L'ASPETTO MORFOLOGICO DELLA STESSA

A
'danno cellulare alterazioni alterazioni alterazioni
irreversibile ultrastrutturali tissutali macroscopiche

>

danno cellulare
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Y-

<€

:morte
icellulare

funzioni cellulari

intensita

tempo dall'inizio dell'evento patogeno

Figura 6.2. Relazione temporale tra danno irreversibile, morte cellulare (intesa come cessazione irreversibile delle funzionalita
cellulari) e manifestazioni morfologiche a livello ultrastrutturale, tissutale e macroscopico
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Definizione

Si definisce necrosi uno spettro di modificazioni morfologiche che segue la morte cellulare in organismi
viventi; provoca coinvolgimento delle strutture circostanti con flogosi

6.2.2. CARATTERISTICHE GENERALI DELLA NECROSI

IS~ La necrosi e dovuta in gran parte alla progressiva azione degradativa degli enzimi sulle strutture della cellula
morta in un essere vivente

@ cellule messe immediatamente in fissativo per analisi istologica sono morte ma non necrotiche

05- Due sono gli eventi che concorrono contemporaneamente alla formazione della necrosi:
@ digestione enzimatica della cellula
@ denaturazione delle proteine

05~ Gli enzimi litici possono provenire:
@ dai lisosomi delle cellule morte stesse (autolisi)
@ dai lisosomi di leucociti che infiltrano la lesione (eterolisi)

05" Due quadri di necrosi possono essere individuati a seconda che prevalga
@ la denaturazione delle proteine: necrosi coagulativa
@ |a digestione enzimatica: necrosi colliquativa
Entrambi questi fenomeni richiedono ore per svilupparsi: Nell'infarto del miocardio ad es.:
@ non si sviluppa necrosi se un infarto (necrosi ischemica) del miocardio porta a morte immediata

@ l'indizio istologico piu precoce della necrosi del miocardio si manifesta non prima di 8-12 ore, mentre la
perdita di enzimi dal muscolo, indice di danno irreversibile si manifesta gia dopo 4-6 ore
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6.2.3. NECROSI COAGULATIVA
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Figura 6.3. (in alto) Necrosi coagulativa. Liberamente tratto da Rubin (1994)

Figura 6.4. (a dx.) Infarto acuto del miocardio. Lostruzione di una arteria coronarica
provoca la necrosi coagulativa dell’area ischemica del miocardio. Colorazione Azan-
Mallory per il connettivo. Dalla collezione Eugenio Bonetti, Istituto di Patologia generale
dell'Universita di Bologna
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6.2.4. ALTRI TIPI DI NECROSI: PURULENTA E CASEOSA

Figura 6.5. Alcuni tipi di necrosi con caratteristiche particolari

macrofagi e cellule linfonodo

epitelioidi

granulomi
linfociti

cellula
gigante
di Langhans

Necrosi caseosa di un linfonodo con lesioni tubercolari. Adattato
da medic.usm.my

Tipico centro necrotico amorfo, granulare ed eosinofilo, circondato
da tessuto infliammatorio granulomatoso

Si chiama caseosa perché macroscopicamente ha I'aspetto di
ricotta

Necrosi colliquativa. Adattato da Rubin (1994)
Risulta da autolisi od eterolisi ed e caratteristica:

@ delle infezioni batteriche focali in grado di richiamare grandi
numeri di leucociti neutrofili polimorfonucleati

@ del tessuto nervoso (a causa della elevata percentuale di lipidi)
@ della gangrena umida (a causa degli enzimi litici batterici)
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6.3. La morte cellulare programmata: apoptosi ﬁﬁ?@i

Lapoptosi e una forma di morte cellulare programmata la cui funzione e nell’eliminazione di cellule
durante il normale sviluppo embrionale, I'organogenesi, la funzione immunitaria, e la crescita tissutale,

ma che puo anche essere indotta da stimoli patogeni; non induce flogosi e contribuisce a mantenere
stabile il numero delle cellule

05 L'apoptosi (dal greco amo mtéotc, riferito
originariamente alla caduta delle foglie) € gia da
tempo ben conosciuta dai patologi come quadro
morfologico di morte cellulare, ma solo
recentemente se ne e riconosciuta I'importanza
come modalita distinta di morte fisiologica

L'apoptosi viene regolata con la stessa
complessita con cui viene regolata la mitosi ed e
uno dei due aspetti della regolazione della massa
cellulare insieme alla mitosi

Figura 6.6. Leucocita che fagocita corpi apoptotici. Libera
elaborazione da una immagine al microscopio elettronico a
scansione. Adattato da: ocw.mit.edu/OcwWeb (da un originale
da U.S. National Library of Medicine)

I linfocito a dx e in apoptosi e si frammenta in un numero di
corpi apoptotici circondati da membrana cellulare che
vengono fagocitati dal leucocita sulla sn, il tutto senza
rilasciare contenuto intra-cellulare, e senza attivare la flogosi
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6.3.1. FILOGENESI DELL'APOPTOSI @

05 L'apoptosi € un processo filogeneticamente molto antico: si ritrova anche in organismi
unicellulari come i protozoi

@ la maggior parte delle nozioni sui geni fondamentali del processo apoptotico sono
state ricavate da studi compiuti nel nematode Caenorhabditis elegans

@ i geni critici per la regolazione e I'esecuzione del processo apoptotico sono risultati
essere simili a quelli di C. elegans anche negli organismi superiori

@ i meccanismi di base del processo apoptotico sono percio fondamentalmente
conservati lungo I'evoluzione pur diventando piu complessi nei vertebrati superiori

@ negli organismi piu complessi si diversificano i meccanismi che regolano I'innesco del
processo stesso: I'apoptosi € un processo sociale

@ l'equilibrio tra la vita e la morte e molto delicato e la scelta tra I'una e l'altra avviene
in conseguenza di una serie di interazioni e scambi di messaggi fra cellule vicine ed
anche fra tipi cellulari diversi

@ all'aumentare della complessita dei tessuti e degli organismi aumenta percio anche il
grado di complessita dei meccanismi che regolano l'innesco del processo apoptotico

@ nei vertebrati, I'apoptosi svolge un ruolo chiave in molti processi fisiologici (es.: il
rimodellamento dei tessuti durante lo sviluppo embrionale e la delezione cellulare)
come pure nella fisiologia del compartimento ematopoietico dove molti fattori di
crescita promuovono la sopravvivenza dei precursori midollari ed il loro
differenziamento sopprimendo il processo apoptotico

Figura 6.7. Caenorhabditis elegans. Immagine con licenza Creative Commons Attribution-Share Alike 2.5
Generic da: wikimedia.org Adult Caenorhabditis elegans.jpg



http://wikipedia_Adult_Caenorhabditis_elegans/
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6.3.2. RELAZIONE TRA APOPTOSI E MITOSI NEL MANTENIMENTO DELLA STABILITA DELLA MASSA TISSUTALE

. IS~ Mitosi ed apoptosi sono i due meccanismi regolatori della massa
compartimento

germinativo tissutale
L'equilibrio della massa tissutale puo spostarsi sia
assa fisiologicamente che patologicamente
o tissutale .
mitosi N stabile apopt05|: . .
0S™ Variazioni nell'equilibrio della massa tissutale possono avvenire
per:

@® modificazioni della frequenza delle mitosi

ek 5 f ‘ @® modificazioni della frequenza dell'apoptosi

——— [ ) ) R . ) )
_____ i @ variazioni della numerosita del compartimento germinativo
IS~ L'equilibrio tra mitosi, stato stazionario ed apoptosi &
f strettamente controllato attraverso meccanismi
. ) | ‘Perpiasia @ @ multipli
I A—
@ ridondanti

@ interlacciati tra loro

neoplasia

Figura 6.8. Relazione tra apoptosi e mitosi
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Segnali e relative vie verso la mitosi e |'apoptosi
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Figura 6.9. Vie di segnale verso la mitosi o I'apoptosi. Liberamente tratto da wikipedia commons: signal transduction pathways



http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/b/b0/Signal_transduction_pathways.svg
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6.3.3. EVENTI FISIOLOGICI IN CUI E IMPLICATA L’APOPTOSI

0" @ Embriogenesi e metamorfosi
@ durante lI'organogenesi
@ nell'involuzione durante lo sviluppo di alcune strutture
@ Involuzione ormono-dipendente
@ la distruzione delle cellule dell’endometrio durante il ciclo mestruale
@ l'atresia follicolare ovarica nella menopausa
@ la regressione della mammella dopo la fine dell’allattamento

@ Regolazione della risposta immune

@ Fisiologia del compartimento ematopoietico: molti fattori di crescita promuovono la sopravvivenza dei
precursori midollari ed il loro differenziamento sopprimendo il processo apoptotico

@ Delezione cellulare nelle popolazioni in attiva proliferazione per mantenere la massa cellulare in equilibrio

@ gli epiteli delle cripte intestinali

05- Molti fattori di crescita, piu che esercitare un ruolo trofico, agiscono prima di tutto inibendo il programma
apoptotico




Lezioni di Patologia generale Capitolo 6. Morte cellulare 169

6.3.4. APOPTOSI E SISTEMA IMMUNITARIO

05° La morte di tipo apoptotico assolve un compito particolarmente importante nel sistema immunitario, dove e
implicata nei processi che garantiscono una corretta risposta:

@ la delezione dei timociti immaturi e dei linfociti B eccessivamente auto-reattivi (selezione negativa) durante
la loro maturazione, in modo da ottenere un repertorio compatibile con la tolleranza verso il self

@ la delezione delle cellule auto-reattive in periferia

@ l'eliminazione delle cellule bersaglio ad opera delle cellule effettrici dell'immunita cellulo-mediata (linfociti T
citotossici, o CTL e cellule natural killer, o NK)

@ |o spegnimento della risposta immune: le cellule effettrici della risposta immunitaria (sia linfociti T che
linfociti B e plasmacellule) una volta eliminato I'antigene perdono la stimolazione dovuta all'antigene stesso e
vanno in apoptosi, ad eccezione di poche cellule di memoria




Lezioni di Patologia generale

Capitolo 6. Morte cellulare 170

6.3.5. CONFRONTO TRA ASPETTI MORFOLOGICI DELL'APOPTOSI E DELLA NECROSI

apoptosi necrosi
modificazioni punto di non ritorno: modificazioni
. . - reversibili: rigonfiamento irreversibili:
perdita del contatto di superficie dilatazione mitocondriale rottura della
coartazione L degli organuli; di grande entita; _membrana;
fagocitosi iunzione disgregazione corpi densi nella dispersione degli
. 9 ludent dei ribosomi; matrice mitocondriale; organuli;
alterlaz|oln| occludente formazione di formazione di liberazione del
nuciear vescicole grandi vescicole  congenuto dei lisosomi
v@ e

cellula
normale normale

cellul cellula  cellula

neutrofilo
fagocita
normafe apoptotica normale

attivazione della
risposta flogistica

Figura 6.10. Necrosi ed apoptosi nell’epitelio intestinale. Liberamente tratto da Rubin (1994)

I5” La differenza piu significativa consiste nell'assenza di flogosi nella morte cellulare per apoptosi, fatto che
coerente con la funzione fisiologica dell'apoptosi
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6.3.6. ALTERAZIONI DI FORMA E DI VOLUME DELLA CELLULA

@ Le alterazioni di forma e di volume della cellula sono state in parte addebitate ad attivita trans-glutamminasica

@ Le trans-glutamminasi causano un esteso cross-linking delle proteine citoplasmatiche, formando un guscio a
ridosso della membrana plasmatica che ricorda quello delle cellule cheratinizzate squamose

Figura 6.11. Stadi sequenziali dell'apoptosi nei linfociti.
Liberamente tratto da Cohen (1993) e da bmt.tue.nl.

In alto: schema; in basso corrispettive immagini al microscopio

@ a) linfocita normale con citoplasma sparso e cromatina nucleare
dall'aspetto eterogeneo

@ D) il volume cellulare comincia a ridursi e gli organuli si
ammassano; la cromatina inizia a compattarsi

@ c) continua il compattamento della cromatina in parallelo alla
condensazione citoplasmatica; compaiono estroflessioni della
membrana citoplasmatica

@ d) la cromatina super-aggregata collassa a ridosso a della
membrana nucleare

@ ¢) il nucleo raggiunge il massimo grado di condensazione
diventando picnotico

@ /) il nucleo picnotico si frammenta

@ g) frammenti nucleari e organuli intatti sono inglobati nelle
estroflessioni della membrana plasmatica e danno origine ai corpi
apoptotici, frammentando la cellula
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6.3.7. FacocrTosi

05- La fagocitosi dei corpi apoptotici da parte dei macrofagi e di altri tipi cellulari & mediata da recettori presenti
sulla superficie di dette cellule per ligandi specificamente espressi sui corpi apoptotici

Nei tessuti i corpi apoptotici sono rapidamente fagocitati dalle cellule circostanti e/o dai macrofagi e vengono
degradati all'interno dei lisosomi

Il riconoscimento di questi corpi apoptotici da parte dei fagociti avviene mediante diversi sistemi recettoriali. Il
risultato finale € sempre quello di un'eliminazione "pulita", senza sconvolgimento dell'architettura strutturale del
tessuto senza fuoriuscita del contenuto intra-cellulare e senza il conseguente innesco di un processo flogistico

6.3.8. IAPOPTOSI E UN FENOMENO RELATIVAMENTE RAPIDO

05” Gli eventi cellulari caratterizzanti I'apoptosi sono piuttosto rapidi

L'intervallo di tempo che intercorre dall'inizio del processo di condensazione alla fagocitosi e digestione dei corpi
apoptotici e assai piu breve dei tempi di sviluppo dei processi necrotici e post-necrotici: e stato calcolato che i
corpi apoptotici rimangono visibili al microscopio ottico solo per alcune ore

Di conseguenza spesso il processo apoptotico € difficile da rilevare dal punto di vista istologico se non e
massiccio
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6.3.9. SCHEMA GENERALE DEGLI EVENTI APOPTOTICI
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Figura 6.12. Schema generale degli eventi apoptotici
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6.4. Mitocondrio ed apoptosi ﬁ ﬁé

05~ |l mitocondrio gioca un ruolo determinante in fondamentali aspetti del metabolismo legati all'apoptosi

Il mitocondrio e un punto di convergenza di molte, se non tutte, le vie d'innesco dell'apoptosi e rappresenta il
punto di passaggio tra la fase di induzione e la fase di esecuzione del processo apoptotico

Gli eventi mitocondriali coinvolti sono:
@ produzione di radicali
@ regolazione del calcio intra-citoplasmatico
@ formazione di megachannels (pori che consentono la fuoriuscita di proteine mitocondriali)

6.4.1. PRODUZIONE DI RADICALI

I5” |l mitocondrio € la sede ove viene prodotta la maggior quantita di radicali dell'ossigeno come sottoprodotti del
metabolismo aerobio: i radicali sono alcuni fra i principali induttori di apoptosi

6.4.2. MITOCONDRI E CALCIO

05” Il mitocondrio interviene anche nella regolazione dei livelli di calcio intra-cellulare

Durante le prime fasi dell'apoptosi si ha un aumentato rilascio di calcio da parte del mitocondrio, e una sua
successiva riassunzione da parte dello stesso organulo (recycling)

Il recycling del calcio determina:
@ una perdita del potenziale di membrana
@ un conseguente calo del contenuto cellulare di ATP
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6.4.3. MEGACHANNELS E FUORIUSCITA DI MACROMOLECOLE INDUTTRICI DELL’APOPTOSI @

I5° Una diminuzione del potenziale di membrana, un'eccessiva produzione di radicali, la presenza di ioni Ca2+ ed altri
stimoli, possono determinare I'apertura di pori della membrana mitocondriale detti megachannels o
mitochondrial pores, con conseguente alterazione della sua permeabilita

Cio provoca la fuoriuscita di fattori normalmente sequestrati, quali il citocromo ¢ o I'AIF (apoptosis inducing
factor) che sono in grado di innescare I'apoptosi se a contatto con cofattori citoplasmatici

proteina ( ~ Figura 6.13. Citocromo c¢ ed apoptosi.
CED-4-simile

Le molecole di citocromo c rilasciate si legano a proteine
adaptor simili a CED-4 (analogo in C. elegans)

mitocondrio
danneggiato

Le proteine adaptor quindi si aggregano e legano le

1
: . cascata\ ) lecole di pro-caspasi 9
LS caspasi Le molecole raggruppate di pro-caspasi 9 si attivano I'un
I'altra
citocromo ¢ procaspasi 9 caspasi-9

Le molecole attivate di caspasi 9 attivano le altre caspasi
dando avvio alla cascata delle caspasi

inattiva | attivata
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6.5. Citoscheletro ed apoptosi ﬁ ﬂ@

05° Durante il processo apoptotico avviene un profondo rimaneggiamento dell'impalcatura del citoscheletro in parte
responsabile delle alterazioni morfologiche che la cellula subisce

Eventi principali correlati al citoscheletro sono:

@ |l taglio della proteina del citoscheletro gas2 ad opera di una caspasi: la proteolisi parziale di tale proteina
rappresenta un evento regolatorio che induce la riorganizzazione dell'impalcatura cellulare

@ la disorganizzazione della rete dei filamenti di actina con successiva degradazione della stessa
@ la ridistribuzione dell'a-actinina

@ la perdita dei filamenti di vinculina (proteine responsabili dell'ancoraggio) a livello delle placche di adesione
focale

6.5.1. DISTACCO DAL SUBSTRATO

05 | danneggiamento del citoscheletro che si innesca nell'apoptosi causa il distacco della cellula dalla membrana
basale o dalle altre strutture interstiziali di sostegno

Particolarmente implicata in questi processi € una famiglia di molecole complessivamente indicate come
integrine, che mediano l'interazione delle cellule con i vari componenti della matrice extra-cellulare

Bloccando l'interazione delle integrine con i substrati specifici, o il relativo segnale trasmesso, & possibile indurre
apoptosi
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6.6. Caspasi ﬁ ﬁ@

Il componente centrale del meccanismo effettore della distruzione cellulare nell’apoptosi € rappresentato da un
sistema proteolitico composto da un insieme di proteasi chiamate caspasi

@ le caspasi formano una cascata proteolitica innescata in risposta a segnali pro-apoptotici che culmina nella
frammentazione di un set di proteine strutturali, che ha come risultato finale la disgregazione della cellula

@ le caspasi sono tra le proteasi piu specifiche conosciute, con una specificita assoluta per un residuo di acido
aspartico prima del sito di taglio che le accomuna

@ comune a tutte le caspasi € anche il riconoscimento di almeno un tetrapeptide dal lato NH,-terminale del sito di
taglio necessario per una catalisi efficiente

@ il motif di riconoscimento invece varia molto da una caspasi all’altra e da spiegazione della diversa funzione
biologica di queste proteine

@ La specificita delle caspasi € ancora piu stringente: non tutte le proteine che contengono il motif di sequenza
ottimale vengono idrolizzate, lasciando capire che sono importanti anche motivi strutturali tridimensionali

@ |'idrolisi non e solo specifica ma anche efficiente con un numero di turnover molto elevato

@ la stretta specificita delle caspasi va d’accordo con la mancanza di digestione proteica generalizzata che si
osserva nell’apoptosi
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6.6.1. FUNZIONI E STRUTTURA DELLE CASPASI

05 Le caspasi sono presenti in organismi della piu diversa complessita dal verme Caenorhabditis elegans all’'uomo.
Le 13 caspasi identificate nell’'uomo (caspasi 1-13) hanno ruoli distinti nell’apoptosi e nell'infiammazione
Nell’apoptosi, le caspasi

@ sono responsabili della proteolisi che conduce alla disgregazione della cellula (caspasi effettrici)
@ sono coinvolte negli eventi regolatori a monte (caspasi inizianti)

6.6.2. CASPASI INIZIANTI E CASPASI EFFETTRICI

Figura 6.14. Caspasi iniziatrici e caspasi effettrici

procaspasi [segnale x] [segnale y]

procaspasi
iniziante x

iniziante y

@ L’'osservazione che segnali di morte distinti danno origine
alle stesse manifestazioni di apoptosi si spiega con il fatto
che le caspasi effettrici sono attivate da differenti caspasi
inizianti, ciascuna delle quali € a sua volta attivata da segnali

i@ diversi

@ La cascata delle caspasi, come tutte le cascate di proteasi,
non € mai completamente ferma: infatti le caspasi hanno
vita media breve

procaspasi
effettrice

@ Durante I'attivazione dell'apoptosi la velocita di
attivazione delle caspasi viene accelerata al massimo




Lezioni di Patologia generale

Capitolo 6. Morte cellulare 179

6.6.3. ATTIVATORI ED INIBITORI

DELLE CASPASI

[ segnale pro-apoptoticq]

‘.

procaspasi
iniziante

N
il

caspasi Iniziante

cofattori [§ »

procaspasi
effettrice

+>l
caspasi| @
effettrice| |@

f

Figura 6.15. Attivatori ed inibitori delle caspasi

Le caspasi sono regolate da influenze opposte di inibitori ed attivatori
Ciascun segnale apparentemente innesca tre vie:

@ attivazione dei cofattori
@ es.: traslocazione del citocromo ¢ dai mitocondri al citoplasma
@ modificazioni delle caspasi stesse

@ es.; traslocazione della caspasi 8 ad un complesso con un recettore
@ inattivazione di inibitori

La regolazione € ancora piu complicata e richiede, per esempio, alcuni step auto-
catalitici

Complessivamente si puo affermare che:

@ la complessita della regolazione dell'innesco dell'apoptosi e pari alla
complessita della regolazione del ciclo mitotico

6.6.4. L.A TRANS-GLUTAMMINASI

05 La trans-glutamminasi tissutale € un enzima dipendente da Ca?* che durante il processo apoptotico induce la
formazione di legami crociati, a carico di proteine sia citoplasmatiche che di membrana formando una
impalcatura che mantiene l'integrita cellulare durante la formazione dei corpi apoptotici
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6.6.5. LA FRAMMENTAZIONE DEL. DNA NUCLEARE DURANTE L’APOPTOSI

In corso di apoptosi il materiale
genetico nucleare va incontro ad una
progressiva frammentazione del DNA
(misurata dalla lunghezza dei
frammenti in bp (base pairs, paia di
basi) con formazione di:

® frammenti di 300 kbp
@ frammenti di 50 kbp
® frammenti di 0.18 kbp

Figura 6.16. Effetti dell’attivazione delle
endonucleasi nell’apoptosi. Liberamente
tratto da Kerr (1991) e Wyllie (1993)

Nell'inserto elettroforesi di DNA: (a) DNA
estratto da cellule sane; (b) DNA estratto da
cellule in necrosi con caratteristico aspetto a
smear (striscio) dovuto a frammentazione
casuale del DNA con formazione di frammenti
di lunghezza variabile; (c) DNA estratto da
cellule in apoptosi: si noti l'aspetto a ladder
(scala) dovuto alla formazione di frammenti di
dimensioni precise

bp: base pairs (paia di basi)
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6.7. Regolazione del processo apoptotico ﬁ ﬂ@

0S° Mentre I'induzione dell'apoptosi € un fenomeno cellulo-specifico, le vie biochimiche coinvolte nell'esecuzione e
nella successiva eliminazione delle cellule possono essere comuni a stimoli e cellule diverse

Induzione del processo apoptotico

I5- Comprende I'invio del segnale alla cellula e le vie primarie di trasduzione da esso innescate

Esiste un numero relativamente esiguo di vie biochimiche che portano all'apoptosi. La ridondanza del sistema fa
si che un singolo induttore possa innescare vie multiple in modo da assicurare che il processo apoptotico
avvenga anche in caso di difetti o di blocco di una delle sequenze biochimiche

Integrazione del processo apoptotico

05~ Rappresenta la fase in cui la cellula "decide" di andare o meno in apoptosi

Cio dipende in parte dalla presenza o assenza di una serie di molecole a funzione repressiva e dalla natura della
risposta cellulare a quel dato segnale

La decisione di intraprendere il processo di morte e percio il risultato dell'integrazione di differenti vie
biochimiche che possono essere considerate come sensori cellulari in grado di riconoscere il segnale apoptotico
come tale o, al contrario, di opporvisi

Esecuzione del processo apoptotico

0™ E’ il meccanismo centrale del processo apoptotico comprendente tutti quegli eventi che sono responsabili dal
punto di vista operativo del processo stesso

La via attivata € unica, anche se caratterizzata da una certa ridondanza di elementi che eseguono lo stesso
compito
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6.7.1. I GENI DELLA FAMIGLIA BCL-2 ARBITRI DELLA SOPRAVVIVENZA CELLULARE @

0™ | geni della famiglia bel-2 codificano per proteine coinvolte nella regolazione, in senso positivo o negativo, del
processo apoptotico

| vari membri della famiglia, grazie alla presenza di dominii altamente conservati, sono in grado di interagire
formando omo- ed eterodimeri, che rappresentano la forma attiva delle proteine stesse

| membri della famiglia bcl-2 sono essenziali per il mantenimento dell'omeostasi cellulare dei principali organi e
sistemi, e mutazioni che li interessano sono implicate nelle neoplasie maligne

La famiglia bcl-2 € composta da tre membri principali:
@ bcl-2
@ bax
@ bcl-x

05” bcel-2 e un proto-oncogene dotato di attivita anti-apoptotica, sovra-espresso in sequito a traslocazione
bcl-2 codifica per una proteina integrale di membrana, localizzata prevalentemente sulla membrana
mitocondriale esterna, sul reticolo endoplasmico e sulla membrana nucleare

05” bax e invece dotato di attivita pro-apoptotica: antagonizza I'azione di bcl-2
bax permette alle cellule che lo esprimono di andare incontro ad apoptosi nonostante la presenza del prodotto di
bcl-2

05” bcel-x, tramite splicing alternativo, produce due proteine, bcl-xl (ad azione anti-apoptotica) e bcl-xs (ad azione
pro-apoptotica)
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'@
6.7.2. P53: MEDIATORE CHIAVE DELLA RISPOSTA CELLULARE AL DANNO suL DNA ﬁ

05”1l gene codificante per la proteina p53 € un gene onco-soppressore il cui ruolo principale & di regolare in senso
negativo la proliferazione cellulare

@ danni diretti al DNA ad opera di farmaci anti-tumorali, agenti alchilanti e intercalanti, radiazioni ionizzanti,
ecc., inducono un accumulo di p53

@ segue l'arresto nella fase G1 del ciclo cellulare per permettere la riparazione del danno stesso ed evitare
cosi la trasmissione di lesioni geniche alla progenie

@ nel caso che il danno sia troppo ingente per essere riparato, p53 promuove invece |'eliminazione della
cellula danneggiata mediante l'induzione di apoptosi

@ il segnale specifico stimolante I'espressione di p53 risulta essere la presenza di rotture nella molecola del
DNA, indotte direttamente dall'agente danneggiante o indirettamente nei tentativi di riparazione.

@ |'attivita pro-apoptotica di p53 € legata alla sua azione come fattore di trascrizione: p53 stimola
I'espressione di bax, gene ad azione pro-apoptotica

p53 ¢, a livello della fase di integrazione, un "sensore cellulare" di importanza critica nel determinare la
risposta della cellula a tutti gli agenti che inducono danni al DNA

@ cellule in cui p53 sia mutata (come accade nel 50% dei tumori umani) non sono piu in grado di riconoscere
il danneggiamento del DNA come uno stimolo pro-apoptotico, pur mantenendo la capacita di innescare
I'apoptosi in risposta a stimoli di diversa natura (es. in caso di stimolazione del death receptor, CD95)
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6.7.3. Danno AL DNA ED APOPTOSI

danneggiamento
del DNA

riparazione

risposta
al danno

arresto della
crescita

incapacitazione
cellulare

apoptosi

morte subita:
necrosi

Figura 6.17. Risposte al danno al DNA e ruolo di p53

Il modo di pensare alla morte cellulare come
conseguenza di un danneggiamento cellulare e
cambiato nel tempo

In particolare oggi e riconosciuto un modello in cui
p53 ha un ruolo chiave

@ se il danno al DNA e lieve: riparazione

@ se il danno al DNA non e riparabile ma non
compromette le funzioni cellulari: arresto della
crescita

@ se il danno al DNA compromette la
funzionalita cellulare: induzione dell'apoptosi
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6.8. Disregolazione dell’apoptosi ﬁ ﬂ@

05” La disregolazione dell'apoptosi € alla base dell'inizio e/o della progressione di molte malattie umane

Tabella 6.1: Disregolazione dell'apoptosi: condizioni cliniche principali correlate

inibizione dell'apoptosi aumento dell'apoptosi
neoplasie maligne malattie neurodegenerative
@ linfomi follicolari @ morbo di Alzheimer
@ carcinomi con mutazioni di p53 @ morbo di Parkinson
@ tumori ormono-dipendenti (mammella, prostata, ovaio) @ sclerosi laterale amiotrofica (SLA)
malattie autoimmuni danni ischemici
@ lupus eritematoso sistemico @ infarto miocardico, ictus
@ glomerulonefrite immuno-mediata @ danno da riperfusione
infezioni virali AIDS

@ adenovirus, poxvirus : :
anemia aplastica

danno epatico da alcool
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6.8.1. DANNO CELLULARE, NEOPLASIE MALIGNE ED APOPTOSI

s

Negli organismi pluricellulari, mutazioni nelle cellule somatiche che interessino geni critici nella regolazione della
proliferazione e della sopravvivenza cellulare, causano neoplasie anche fatali

La riparazione del danno e una delle opzioni, tuttavia la relativa non essenzialita di singole cellule nei metazoi fa
si che I'ablazione della cellula offendente (e offesa) sia una strategia piu sicura

Il danneggiamento del sistema che verifica i danni al DNA o che li ripara predispone in maniera molto grave alle
neoplasie maligne

Anche quando si abbia una mutazione oncogenica, esistono potenti meccanismi che limitano I’'espansione delle
cellule colpite sopprimendo la loro proliferazione od innescando il loro suicidio: apoptosi

6.8.2. RELAZIONI RECIPROCHE TRA LE ONCOPROTEINE Ras, Myc E Bcr-2

s

@ le proprieta intrinseche di inibizione della crescita delle singole oncoproteine indicano che solo in
combinazione possono dare origine ad una proliferazione cellulare produttiva

@ quando le proteine sono attivate in un modo coordinato le loro attivita di inibizione della crescita (morte o
arresto) sono bloccate dalle attivita di promozione della crescita delle altre

@ tuttavia quando innescate unilateralmente, come avviene dopo una mutazione oncogenica, le funzioni di
inibizione della crescita generalmente predominano e bloccano la cellula danneggiata

@ Nella maggior parte dei casi, una mutazione potenzialmente oncogenica porta la cellula all'apoptosi,
prevenendo lo sviluppo di un tumore
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6.8.3. RELAZIONE TRA ONCOGENI E SEGNALI DEATH ﬁ

Figura 6.18. Apoptosi e p53. Modello di relazione tra
fattori di I oncogeni e vari segnali death in cui le mutazioni che
sopravvivenza (Bcl-2) alterano la regolazione della crescita sensibilizzano le
cellule ai segnali pro-apoptotici

prodotti genici
pro-apoptotici (Myc)

La regolazione dell'apoptosi € un fenomeno molto
complesso che prevede l'integrazione di molti
danno al DNA recettori per segnali pro-apoptotici ed anti-apoptotici
Fas-ligando e TNF L o . . .
P53 )= La complessita e la molteplicita dei segnali fa si
—— - che un singolo segnale sbagliato possa essere
attori di i i citochine : .
sopravvivenza (Mdm?2) ipossiamQyd (Fas-ligando, TNF) asso,rblto Dell |n5|eme_ ;enza dare _
obbligatoriamente origine al processo apoptotico
Si ricorda che complessita e molteplicita sono

sempre presenti in tutti i meccanismi regolatori
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6.8.4. FARMACO-RESISTENZA, APOPTOSI E P33 @

0™ |l principale limite delle terapie anti-tumorali € la comparsa all'interno della popolazione neoplastica di cellule
resistenti a molti farmaci

| meccanismi principali di resistenza multipla ai farmaci chemioterapici antitumorali sono

@ sovra-espressione di una glicoproteina di membrana (glicoproteina P) avente funzione di pompa che
estrude il farmaco assunto e impedisce il raggiungimento di concentrazioni intra-cellulari ottimali per I'azione
del farmaco stesso (meccanismo piu comune)

@ acquisizione della resistenza all'induzione di apoptosi

05” Molti dei farmaci anti-neoplastici agiscono provocando danni al DNA

Affinché una cellula con il DNA pesantemente danneggiato possa morire per apoptosi € necessaria la presenza
della proteina p53, che funge da "sensore" del danno al DNA

La proteina p53 risulta essere mutata nel 50% dei tumori umani

Le mutazioni di p53 sono:
@ in molti casi una lesione genetica primaria nella storia naturale del tumore
@ in altri casi possono insorgere in sequito, come lesione secondaria

In quest'ultimo caso l'inattivazione di p53 puo rappresentare un meccanismo di resistenza in quanto rende
insensibili le cellule tumorali a tutti quegli agenti che agiscono provocando danni al DNA
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6.8.5. ATTIVAZIONE DELLE CASPASI NELLE CELLULE CANCEROSE FARMACO=RESISTENTI @

La maggior parte dei farmaci chemioterapici inducono apoptosi indirettamente: infliggono un danno cellulare
trasdotto in una attivazione delle caspasi

Nelle cellule resistenti alla
chemioterapia il meccanismo
apoptotico fallisce a causa di un difetto
nelle vie di trasmissione dei segnali che
conducono all’attivazione delle caspasi
(eventi anti-apoptotici)

\ Es.:
Shortcut 2 [E] @® mutazione di p53

@ sovra-espressione di bcl-2

[death receptors J

eventi
anti-apoptotici

procaspasi
9

oncogeni
APAF-1

pro-apoptotici

citocromo ¢

[ chemioterapia

procaspasi

effettrice Per superare questa resistenza si

possono impostare due strategie:

procaspasi
8

@ attivare i complessi dei recettori

m death, con conseguente attivazione

della loro caspasi iniziante
corrispondente (caspasi-8) (shortcut
1)

@ by-pass della parte difettiva della

via per ripristinare il segnale
innescato dai farmaci chemioterapici
Figura 6.19. Caspasi e cellule neoplastiche farmaco-resistenti (shortcut 2)
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6.9. Morte cellulare programmata non apoptotica ﬁ ﬂ@

05° Sono molteplici le forme di morte cellulare programmata non apoptotica, alcune delle quali tipicamente
fisiologiche altre legate a processi fisiopatologici

@ anoikis

@ piroptosi

@ auto-fagocitosi

@ morte cellulare associata a differenziamento estremo

@ frammentazione dei megacariociti in piastrine
@ eritrogenesi (formazione dei globuli rossi)
@ cheratinizzazione/cornificazione

@ eccito-tossicita

@ degenerazione walleriana
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6.9.1. ANOIKIS

05” L'anoikis (Frisch, 2001) € un processo di morte cellulare programmata indotta dal distacco dalla matrice extra-
cellulare di cellule che normalmente sono saldamente ancorate alla matrice stessa

@ solitamente le cellule in tessuto rimangono ancorate per garantire la localizzazione che e necessaria per la
funzione e impedisce la disseminazione

@ la matrice extra-cellulare fornisce a queste cellule segnali essenziali per la crescita e la sopravvivenza

@ quando le cellule si staccano dalla matrice extra-cellulare si ha una perdita delle normali interazioni
membrana-matrice che puo innescare I'anoikis

Tuttavia le cellule neoplastiche maligne possono sfuggire a questo meccanismo di controllo e invadere altri
organi
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6.9.2. PirorTOSI

05” La piroptosi (Bergsbaken, 2007) e una forma morte cellulare programmata associata a risposte antimicrobiche
durante l'inflammazione

@ in ciascun macrofago entro alcuni minuti dall'infezione si forma un singolo grande piroptosoma
(formazione supra-molecolare composta da proteine in grado di attivare la caspasi-1)

@ li piroptosoma attiva la caspasi-1

@ la caspasi-1 inizia i processi della morte cellulare programmata con effetti dissimili dall'apoptosi
propriamente detta in quanto attiva la flogosi

Caspasi 1 e flogosi

05 La piroptosi € morfologicamente e meccanicisticamente diversa dalle altre forme di morte cellulare

La dipendenza dall'attivazione della caspasi 1 (che non e coinvolta nel processo apoptotico) ne ¢ I'aspetto
distintivo

La caspasi 1 processa le pro-forme di alcune citochine e ne induce la secrezione sotto forma attivata
La formazione di pori dipendente dall'attivazione della caspasi 1
@ dissipa i gradienti ionici cellulari
@ produce un aumento della pressione osmotica con ingresso di acqua, rigonflamento e lisi cellulare
@ ne conseqgue il rilascio di contenuti intra-cellulari pro-inflammatori
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Schema generale della piroptosi

formazione di pori
caspasi 1-dipendente

membrana

plasmatica lisi cellulare

citosol

BTCCIVATE

nucleo

danno al DNA
mediato da
endonucleasi

o

i

condensazione
nucleare

rilascio di citochine

secrezione
attraverso

rilasc_io di
vescicole

caspasi 1-
dipendenti

rigonfiamento e

— S

caspasl L \Tpiroptosoma
pirop citochine ® @

attivate@ @

processazione
di citochine

citochine inattive
(pro-forme)

Figura 6.20. Schema generale della
piroptosi: rilascio di citochine
inflammatorie

Liberamente tratto da Bergsbaken
(2004)

La caspasi 1 viene attivata in risposta a
stimoli diversi ma produce un'unica
risposta di morte cellulare programmata
chiamata piroptosi

@ ['attivazione della caspasi 1 porta alla
formazione rapida di pori nella
membrana plasmatica che dissipano i
gradienti ionici trans-membrana,
inducendo rigonfiamento e lisi osmotica

@ la caspasi 1 processa le pro-forme di
alcune citochine e ne induce la
secrezione sotto forma attivata

@ la caspasi 1 induce la rottura del DNA
cromosomico, senza un pattern discreto
come avviene nell'apoptosi

@ si osserva anche condensazione della
cromatina nucleare, senza
frammentazione del nucleo
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6.9.3. MORTE CELLULARE LEGATA AL DIFFERENZIAMENTO ESTREMO

05~ |l differenzaimento estremo comporta la trasformazione delle cellule in strutture che perdono parte o tutte le
funzioni vitali

Es.:
@ cheratinizzazione/cornificazione
@ trombocito-genesi
@ eritrogenesi (vedi cap. 30)

Cheratinizzazione/cornificazione

0™ La cornificazione ¢ il processo attraverso il quale si forma la barriera epidermica nell'epitelio pavimentoso pluri-
stratificato della cute

A livello cellulare la cornificazione e caratterizzata da:
@ produzione di cheratina

@ produzione piccole proteine ricche di prolina e di transglutamminasi che producono un guscio cornificato al
sotto della membrana citoplasmatica

@ differenziamento terminale

@ perdita di nuclei ed organuli, nelle fasi finali della cheratinizzazione/cornificazione il metabolismo si ferma
quando le cellule sono cariche di cheratina

Trombocito-genesi

05” | megacariociti si frammentano dando origine alla piastrine con un meccanismo programmato del tutto simile
all'apoptosi con I'eccezione della mancanza di espressione sulla superficie cellulare dei recettori per il
riconoscimento e la fagocitosi da parte delle cellule adiacenti dei corpi apoptotici formati
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6.9.4. EccITO-TOSSICITA

05” La eccito-tossicita (Baylock 1994) ¢ il processo patologico attraverso cui le cellule nervose vengono danneggiate
ed uccise da una eccessiva stimolazione da parte di neuro-trasmettitori. Es.:

@ alti livelli di glutammato causano eccito-tossicita attraverso l'influsso di alti livelli di Ca?*

@ alti livelli di calcio citoplasmatico attivano una serie di enzimi catabolici come proteasi, fosfolipasi,
endonucleasi

@ gli enzimi attivati danneggiano le strutture cellulari citoscheletriche, le membrane, il DNA
L'eccito-tossicita e coinvolta in

@ perdita dell'udito da sovra-esposizione sonora

@ una serie di malattie neurodegenerative

6.9.5. AUTO-FAGOCITOSI

0™ L'auto-fagocitosi (Kundu 2008) puo non solo essere implicata nel mantenimento dell'omeostasi delle strutture
intra-cellulari, rappresentando il modo attraverso cui strutture invecchiate o danneggiate possono essere
rimosse, lasciando spazio a strutture neo-sintetizzate, ma essere anche un modalita di morte cellulare:

@ l'auto-fagocitosi che porta alla morte cellulare e caratterizzata dalla formazione di vacuoli giganti che
inglobano gli organuli cellulari con una sequenza specifica che porta infine alla distruzione nucleare

6.9.6. DEGENERAZIONE WALLERIANA

05° La degenerazione walleriana (Waller 1850) e un processo che si verifica quando una fibra nervosa viene tagliata
o schiacciata, nel corso del quale la parte di assone che e separata dal nucleo degenera

La degenerazione walleriana si verifica sia nel sistema nervoso periferico che nel sistema nervoso centrale

@ Rappresenta la morte di una sola parte della cellula, fenomeno unico
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