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Marker proteici del danno ipossico-ischemico
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Riassunto. - Lalesione ipossica perinatale € una delle maggiori cause di alterazione del normale sviluppo
neurologico. Studi recenti su modelli animali hanno mostrato che eventi di natura ipossi co-ischemica avviano
un processo di riorganizzazione dell’ architettura sinaptica che comporta modificazioni transitorie dell’ espres-
sione siadi proteine sinaptiche (sinapsina 1, SNAP 25, APP) che di proteine neuronali (MAP2, N-CAM, GAP-
43, preseniline), attive durante I’ ontogenesi del sistema nervoso. Per alcune di queste proteine, in seguito al-
I’ evento ipossico, si verificano modificazioni post-traduzionali, mentre altre sono interessate da insoliti eventi
di trascrizione. Uno studio pit approfondito sulle proteine associate alla plasticita sinaptica potrebbe fornire una
preziosa chiave di lettura per lamiglior comprensione dei meccanismi di recupero del sistema nervoso.

Parole chiave: marcatori proteici, ipossia-ischemia, modello animale, uomo.

Summary (Proteic marker of hypoxic-ischaemic damage). - Perinatal hypoxic injury isthe major cause of
normal neural developmental alterations. Recent studies concerning animal models show that an hypoxic/
ischaemic event triggers a process taking to a synaptic architecture reorganization which induces a transient
change in the synaptic (synapsin 1, SNAP 25, APP) and neuronal (MAP2, N-CAM, GAP-43 and presenilins)
protein expression. Herewereview the post-trandl ationa modifications of some proteins after hypoxic-ischaemic
events. A deeper study on synaptic proteins plasticity could give an important key for the understanding of the

recovery mechanisms of the nervous system.

Key words: proteic markers, hypoxia-ischaemia, anima model, human.

Introduzione

Il danno ipossico-ischemico cerebrale si verifica
frequentemente in eta neonatale in seguito ad episodi
quali |'asfissia intrapartum o I’ arresto respiratorio.
Nonostante gli interventi terapeutici comunemente
utilizzati, gli esiti di tali eventi possono manifestarsi con
alcuni deficit neurologici quali la paralisi cerebrale, il
ritardo mentale e I'epilessia. Gli effetti dell’ipossia-
ischemia in etd perinatale e nell’ adulto, pur causati da
processi degenerativi analoghi, mostrano differenze
sostanziali; infatti, mentre nel neonato il tessuto nervoso
€ ancora metabolicamente immaturo [1] e, evento forse
ancora piu decisivo, adattato ad un ambiente povero di
ossigeno, il tessuto cerebrale adulto, altamente
differenziato, risulta particolarmente sensibile a
variazioni dellapressionerelativadell’ ossigeno. E’ stato
osservato che mentre nell’ adulto i processi neuronali di
necrosi e apoptosi sono lenti [2], negli animali neonati, e
presumibilmente negli infanti umani, la morte cellulare
risulta molto piu rapida, per cui i tempi effettivi per
realizzare un efficace intervento terapeutico non
dovrebbero superareledue-sei ore[3]. Tuttavia, il sistema
nervoso centralefetale, presentanotevoli capacitareattive
ed adattative all’ asfissia [4] per cui lamaggior parte dei

neonati che presentano unaseveraacidemianel momento
del parto, mostrano, successivamente, un decorso
postnatale privo di complicazioni [5].

Quando la perfusione cerebrale é troppo bassa per
fornire un’ adeguata ossigenazione, alivello cellulare ha
inizio una cascata di eventi biochimici innescati da un
deficit energetico con conseguente arresto dellabiosi ntesi
delle proteine, grave acidosi, accumulo citoplasmatico
di ioni Ca™, perossidazione lipidica e rilascio del
glutammato dalle vescicole sinaptiche[3]. Lasuccessiva
riperfusione, invece di ristabilire un ambiente adeguato
alla sopravvivenza delle cellule nervose, determina un
ulteriore aggravamento del quadro clinico causato daun
anomalo aumento della pressione nei capillari cerebrali
con conseguente rilascio di radicali liberi, sintesi di
ossido nitrico, sviluppo di reazioni infiammatorie ed una
rinnovata attivita eccitotossica del glutammato.

Sebbeneatutt’ oggi si dispongadi pocheinformazioni
riguardanti i meccanismi plastici che consentono il
rimodellamento assonale ed il recupero dell’ efficacia
sinaptica, questi, tuttavia, sono certamente coinvolti negli
eventi successivi agli insulti di tipo i possico-ischemico.

In modelli sperimentali condotti su roditori, trai quali
il gerbillo della Mongolia (Meriones ungiculatus),
I"ischemia transitoria del prosencefalo determina un
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pattern di morte neuronale che vede coinvolti la
maggioranzadel neuroni piramidali ippocampali CAle
lamaggior parte di quelli inibitori polimorfici dell’ilo
del giro dentato [6-9].

Alcuni autori hanno proposto che |’ eccitazione
propagata dalle cellule granulari del giro dentato ai
neuroni piramidali ippocampali in CA1l, sia il
meccanismo attraverso il qualetali cellule muoiono nei
quattro giorni successivi al’induzione dell’insulto
ischemico [9, 10]. La morte neuronale e la perdita
dell’ organizzazione sinaptica determinano tuttavia un
riadattamento dei neuroni resistenti, che orientano lo
sviluppo delleloro terminazioni versoi distretti danneg-
gidti, ristabilendo in parte, le connessioni sinaptiche.

E' stato rilevato che alcune proteine, note per il loro
coinvolgimento nello sviluppo del sistema nervoso e
nell’ organizzazione del network neuronale, vengono
riespresse inaspettatamente, in seguito ad insulti di tipo
ischemico e nel corso di alcune malattie neuro-
degenerative [11-13]. Ad esempio, nell’ippocampo del
gerbillo e del ratto dopo ischemia transitoria del
prosencefalo si osserva I'induzione della SNAP-25
(synaptosomal associated protein of 25 kDa), proteina
coinvolta nella crescita assonale durante I’ ontogenesi
cerebrale, e fortemente indotta, dopo danno ischemico,
nello “strato muscoide” dell’ippocampo [14-16].
Analogamente dopo ischemia, si 0sserva un aumento
anche dell’RNA messaggero della GAP-43 (growth
associated protein of 43 kDa) [17, 18].

L articolo vuole rivisitare i recenti contributi forniti
dai dati sperimentali in relazione ad acune proteine
normalmente espresse nel corso dell’ ontogenesi, la cui
induzione risulta aumentata o diminuita a seguito di
episodi di ipossia-ischemia. Tali proteine possono
risultare utili marcatori prognostici del danno neuronale
causato da ipossia-ischemia cerebrale perinatale e
dimostrarsi efficaci per la valutazione degli interventi
farmaco-terapeutici e lo sviluppo di nuove terapie.

Lasinapsinal (synapsinl)

La singpsina | € una fosfoproteina localizzata nella
parte citoplasmatica interna delle vescicole sinaptiche
dellaquale sono note dueisoforme di splicing di 80 e 86
kDa[19].Laproteinavienesintetizzatanei corpi cellulari
neuronali etrasferitacontrasporto assonale[20],insieme
aleprincipali proteine assonali e sinaptiche, ai terminali
nervosi. Lasinapsinal funge dasubstrato dellaCaMKI|
(protein chinasi calcio-calmodulinadipendente) eregola
il legame ad elementi citoscheletrici quali I'acting, la
tubulinaed i neurofilamenti, mediante fosforilazione.

Osservazioni al microscopio elettronico ed analisi di
immunocitochi micahanno stabilito chelaproteinaforma
legami contemporaneamente, sia con le vescicole
sinaptiche che conil citoscheletro, principalmente coni

filamenti di actina[21-23].Inoltrelafosforilazionedella
parte C-terminale della sinapsina facilita la sua
dissociazione dall’ actina citoschel etricaincrementando
I attivita di esocitos delle vescicole sinaptiche. Questo
meccanismo, a sua volta, regola il rilascio del
neurotrasmettitore dalle vescicole, influenzando
I” efficienza della trasmissione sinaptica [24].

Durante lo sviluppo, la proteina viene espressa nel
neuropilo, dove partecipa a differenziamento e alla
maturazione funzionale delle sinapsi [25]. 11 soma
neuronale, i dendriti, i bulbi assonali, lagliaelecellule
endoteliali invece, mostrano un basso livello di
espressione. Dopo ischemia, la proteina tende a
scomparire piuttosto tardivamente rispetto ad altri
marcatori proteici, sianell’ emisfero ischemico coinvolto,
chein quello controlaterale allalesione, in quest’ ultimo
soprattutto nello strato molecolare del giro dentato.

La sinapsina | é stata studiata durante I’ipossia-
ischemia cerebrale neonatale nel ratto, indotta
unilateralmente attraverso occlusione della carotide
sinistraerilevatane sinaptosomi, mediante elettroforesi
ed immunoblotting [19]. L’ analisi biochimicanon mostra
cambiamenti significativi dell’ espressione nell’ emisfero
ischemico rispetto a quello normale. Tuttavia |’ analisi
della fosforilazione della sinapsina | decresce dopo
ventuno ore sia nell’ emisfero ischemico che in quello
normale, dopo unasettimanaquestadiminuizionerisulta
ancorapiu evidente e dopo un mese érilevabile soltanto
nell’ emisferoischemico per scomparire totalmente dopo
tremesi. Ulteriori esperimenti di ischemiacerebrale, con
occlusione della carotide destra sono stati condotti sul
cervello del gerbillo [26]. Nell’emisfero ischemico,
I’immunoreattivita della sinapsina inizia a scomparire
dal talamo, dopo un giorno; dopo tregiorni nonsi osserva
pit nell’ippocampo, nella corteccia cerebrale e nella
parte dorsale del caudato-putamen, per poi scomparire,
dopo un mesg, in tutto I’ emisfero destro. Nell’ emisfero
non ischemico dopo tre giorni dall’ischemiasi verifica
un danno selettivo e quindi ha inizio una nuova
sinaptogenes nello strato molecolare del giro dentato.
In tale emisfero vengono chiaramente rilevati sia una
perdita di circa un terzo dell’immunoreattivita della
proteina, dovuta al danno selettivo delle terminazioni
presinaptiche di questa regione, che un suo successivo
recupero aseguito dellasinaptogenesi ex novo. L' analisi
biochimica mediante immunoblot, effettuata dopo 24
ore dall’episodio ischemico conferma i dati
dellI’ immunoistochimica.

Sempre sul gerbillo, é stato condotto uno studio
immunoistochimico, mediante occlusione “bilaterale”
della carotide [24]. L’ischemia prodotta sperimental-
mente, induce la morte cellulare sia dei neuroni
piramidali dell’ippocampo chedi quelli del giro dentato
e dell’ilo, determinando un decremento dell’immuno-
reattivitadellaproteina, soprattutto nellazonapiuinterna



dello strato molecolare del giro dentato. Dopo due-
quattro ore e fino ad una settimana dall’ischemia,
I'immunoreattivita rilevata subisce un aumento nelle
terminazioni nervose dell’ilo e dello stratum lucidum
nell’area CA3, comerilevato dall’ analisi densitometrica
che mostra un incremento della densita ottica del 200
percento. Dopo unasettimana, I'immunoreattivitainizia
a decrescere nella zona piu interna dello strato
molecolare e successivamente tale diminuizione tende
ad estendersi anche alle terminazioni nervose dell’ilo e
dello stratumlucidumdell’ area CA3, fino araggiungere
i livelli dei controlli. Successivamente anchei livelli di
immunoreattivita della sinapsina nella zona pit interna
dello strato molecolare, tornano ad eguagliare i livelli
tipici degli animali di controllo.

SNAP-25 (synaptosomal-associated protein of 25 kDa)

Anche la SNAP-25, coinvolta nell’ ontogenesi,
inducibile in seguito ad un danno ipossico. Laproteina,
associataai sinaptosomi, con un peso molecolare di 25
kDa fu inizialmente identificata come specifica dei
neuroni [15]. La sua espressione, elevata durante la
sinaptogenesi, risulta principalmente localizzata nei
terminali nervosi e negli assoni [16]. La proteina,
componente essenzial e del meccanismo di esocitosi che
conduce al rilascio del neurotrasmettitore, forma un
complesso eterotrimerico, sia legandosi alla
sinaptobrevina, presente sulla vescicola nella quale é
contenuto il neurotrasmettitore, che alla sintaxina
ancorata alla membrana plasmatica pre-sinaptica. Tale
complesso, inpresenzadi ATPR, si dissociaattivando una
cascatadi eventi che determinalafusionedellavescicola
sinaptica alla membrana pre-sinaptica [27].

Durante la fase iniziadle dello sviluppo, il livello di
espressione della SNAP-25 & molto basso, aumentacon
laformazionedelesinaps, per essere espressain seguito,
in modo rilevante, nei coni di crescitaassonali [28]. La
proteina, trasportata nelle terminazioni nervose pre-
sinaptiche, svolge un ruolo chiave nella formazione e
nella stabilizzazione delle terminazioni stesse [29]. La
sua espressione € stata studiata mediante immuno-
istochimica, nel gerbillo, dopo rapida induzione di
ischemiacerebraetransitoria(5 min) effettuatamediante
I’ occlusione “bilaterale” della carotide [14].

In condizioni normali la SNAP-25 e rilevabile
nell’ippocampo, ed in particolare, nel neuropilo dell’ area
CAL1, dl’interno dello strato muscoide e nello stratum
lucidum. Dopo un giorno dall’induzione dell’ ischemia,
I’immunoreattivita della SNAP-25 aumenta nello
stratum lucidum e quindi la sua osservazione, dopo due,
quattro ore e dopo unasettimana, mostrail suo maggiore
incremento nello strato muscoide pitl interno dell’ilo.
Dopo una settimana, I"immunorezattivita decresce nello
strato molecolare del giro dentato, in seguito allamorte
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dei neuroni dell’ilo che proiettano le innervazioni in
guestaarea. A distanzadi due settimane dallalesione, la
proteina aumenta in corteccia e nell’ippocampo, in
particolare nello strato oriens e nel radiatum, oltre che
nel giro dentato, indicando un reinnervamento dello
strato molecolare.

Il pattern di immunoreattivita osservato nel gerbillo
e molto simile aquello descritto nel ratti e nei topi [ 16,
30], mentre non sono disponibili, al momento, dati
relativi al’ espressionedellaproteinanel cervello umano.

GAP-43 (growth associated protein - 43)

Solo dalla meta degli anni ottanta si giunse a
comprendere che unaseriedi studi iniziati daun decennio
riguardanti fosfo-proteine note come B-50, F1,
neuromodulinag, pp46 e GAP-43 avevano come prota-
gonista un’ unica proteina sinaptica implicata sia negli
eventi dello sviluppo, sianei cambiamenti di plasticita
neurale del cervello maturo [31].

La GAP-43 € una proteina di 43 kDa strettamente
associata allo strato citoplasmatico delle membrane
terminali del neuroni [32]. Essa e attual mente considerata
il maggior substrato della protein-chinasi C nei
compartimenti presinaptici ed é stato riportato che in
risposta a fenomeno neuro-fisiologico del potenzia-
mento alungo termine (LTP) [33], puo subire variazioni
persistenti dello stato di fosforilazione. La proteina si
lega alla calmodulina [34], con insolita modalita Ca*-
indipendente e probabilmente, forma legami anche nei
coni di crescita degli assoni [35] con due proteine del
citoscheletro: I’ actina e la spettrina. La GAP-43 regol a,
inoltre, I'inibizione di una classe di proteine G, che
rappresenta uno degli eventi precoci nell’ attivazione
della crescita assonale [36, 37].

Esperimenti condotti su modelli animali hanno
mostrato il ruolofisiologico chiave svolto dallaproteina
nella crescita e nell’ arborizzazione dell’ assone; infatti
in topi transgenici I’ inattivazione funzionale del gene,
prodotta da mutazioni e delezioni, impedisceil corretto
orientamento degli assoni [38], mentre |’ espressione
della proteina, oltre i livelli usuali, provoca una loro
eccessiva arborizzazione [39].

Inrispostaad eventi di tipoipossico-ischemico é stato
osservato un significativo incremento dei livelli
d’ espressione della GAP-43. Ta eincremento e ricondu-
cibile ala capacita dei neuroni resistenti allo stimolo
degenerativo di avviare un processo parzialmente
compensatorio che € alla base del meccanismo di
plasticita del sistema nervoso, di cui la proteina é un
marcatore riconosciuto.

L’ espressione di RNA messaggero della GAP-43 pud
essere normalmente osservabile in aree specifiche
dell’ippocampo di ratto (CA1, CA2, CA3,il0). Tuttavia,
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in seguito al’induzione di ischemia globale é stato
evidenziato un moderato ma precoce aumento di RNA
messaggero sia nei neuroni dell’ilo che nelle cellule
granulari del giro dentato [17]. | neuroni dell’ area CA3,
resistente alla degenerazione cellulare, dopo 3-5 giorni
dallo stimol o ischemico mostrano unincremento anal 0go
che suggerisce nuovamente un possibile meccanismo di
tipo plastico necessario nel recupero delle connessioni
assoniche nell’area CA1, dove si verifica, come
precedentemente descritto, lacompletascomparsadelle
cellule neuronali.

Esperimenti di ischemia focale indotta nell’ area
parietale della corteccia, mostrano nel nucleus basalis
magnocellularis, un aumento transitorio dei livelli di
RNA messaggero della GAP-43, incremento cherimane
ancora rilevante dopo una settimana dalla lesione [40].
Nel talamo, e osservabile un aumento analogo che
tuttavia resta significativo soltanto nei primi tre giorni
post-trauma. Anchelearee corticali limitrofeallalesione
presentano un incremento dei livelli di trascritto nei
neuroni piramidali del quinto strato, che raggiunge il
suo apiceintregiorni erestarilevabile per due settimane.

Studi eseguiti mediante lesioni corticali hanno
evidenziato un aumento dell’immunoreattivita della
GAP-43, nell’area che delimita il bordo della lesione
ischemica (penumbra) dopo tempi brevissimi
d’induzione (sei ore) [41]. L'immunoreattivita risulta
localizzatasianel somacellulare, indice dellaneosintesi
proteica, che nel coni d’ emergenza degli assoni.

L’incremento simultaneo dell’ espressione di altre
proteinequali laMAP2 elaCiclinaD1, nellamedesima
area, puo suggerire che tali variazioni siano parte di un
tentativo di riparazione del danno cellulare, per
preservare i neuroni parzialmente danneggiati. Alcuni
autori basandosi su tali evidenze sostengono I'ipotesi
che, in seguito a danno cellulare, i neuroni sembrano
regredire ad uno stadio primitivo dello sviluppo neurale,
conriattivazionedi quelle proteine funzionalmente attive
duranteil ciclo cellulare ed espresse, normalmente, prima
del differenziamento [41].

MAP 2 (microtubule associated protein 2)

La proteina associata ai microtubuli 2 o MAP2 &
attualmente considerata un marcatore del danno
neuronale dendritico. Inizialmente venne identificata
come una proteina strutturale necessaria, con gli atri
componenti intracellulari quali I’ actina, i neurofilamenti,
ed i mitocondri, per mantenerela neuroarchitettura[42].
Risulta costituita da una coppia di polipeptidi del peso
molecolaredi 280 kDa(MAP2ae MAP2b) edaun’dtra
isoforma, meno abbondante nel cervello in sviluppo, di
70 kDa (MAPZ2c).

In condizioni normali la MAP2 é confinata nei
neuroni; lasuaespressione risultamaggiore nel dendriti,
dove appare sia nell’albero dendritico e nelle spine

sinaptiche [43], che nei corpi cellulari [44], mentre é
assente negli assoni [45]. Laproteinasembraconsolidare
i processi neuronali [46] oltre arappresentare un sito di
legame siaper laprotein chinasi CAMP dipendente [47,
48], sia per una chinasi calcio/calmodulina dipendente
[49] enzimi responsabili della fosforilazione della
MAP2, che potrebbero rivestire un ruolo fondamentale
nel segnale del neurotrasmettitore [45].

LaMAP2 & considerata un utile marcatore immuno-
istochimico per lo studio dei terminali post-sinaptici e
dei cambiamenti patologici osservati nei dendriti e nei
corpi cellulari. Infatti, gli studi condotti indicanochele
modificazioni ed il riarrangiamento della proteina
possono monitorare unafase precoce indispensabile per
I"avvio di numerosi processi che tendono a modificare
la funzione neuronale. Come suggerito da numerosi
esperimenti di danno ischemico, laproteinarisultaessere
un marcatore molto sensibile per tale tipo di danno [50-
55]. Infatti, laperditadellaMAP-2 pud essere coinvolta
nella fase iniziae della disfunzione neuronalee nella
scomparsadell’ arborizzazione dendritica che puo essere
considerata, generandosi soltanto un’ oradopo|’ischemia
cerebrale, un primo precoce segno di neuro-
degenerazione.

In particolare, laproteinaé statastudiatain un modello
di dannoipossico-ischemico “neonatal€’ nel ratto di sette
giorni, la cui maturita cerebrale corrisponderebbe a
guelladel feto umano atermine. L’ esperimento consiste
nell’induzione ischemica “unilaterale”, mediante
occlusione della carotide sinistra seguita dall’ osserva-
zione dell’immunocol orazione della proteina dopo tre-
otto ore e dopo uno-tre giorni dall’ischemia [56].
L'immunoresttivitadellaMAP2, osservatain ratti appena
nati rivelaalterazioni precoci della proteina, soprattutto
nellaregione CA3 ddI’ippocampo che normalmente, nei
ratti adulti, non risulta vulnerabile al danno. Nella
corteccia, lascomparsadellaproteinaé evidente giadopo
tre ore, con una caratteristica colorazione “acolonna’.

La perdita della MAP2 progredisce, quindi, nel
tempo, in termini sia di dimensioni dell’ area coinvolta
che di intensita dell’immunocolorazione. Questo dato
farebbe supporre una regressione rapida e transiente
dell’immunoreattivita della proteina da collegarsi ala
perditadi antigenicitadellaM AP2 causatadafattori qudi
la fosforilazione della proteina stessa, tipica dell’ eta
neonatale. Una perdita maggiore € rilevabile dopo tre
giorni dall’induzione dell’ipossia-ischemia[57] mentre
la sua scomparsa permanente € correlabile al danno
citoscheletrico nei neuroni [51].

L’ espressione della MAP2 é stata osservata con
tecniche di immunocolorazione anche in un modello
animale di ratto adulto. Dopo una rapida induzione di
ischemia, |I"'immunoreattivita della proteina risulta
diminuitanellacortecciacerebrale, nell’ ippocampo e nel
talamo dell’ emisfero ipsilaterale. La sua perdita é
massima a settantadue ore dall’ i schemia soprattutto nel



giro dentato e nella regione CA1. L'emisfero contro-
laterale, invece, non presenta alterazioni immuno-
istochimiche nell’ espressione della proteina. In
particolare sono stati rilevati due differenti tipi di danno
neuronale, uno “reversibile” e I'altro di tipo
“irreversibile”. Il primo consiste nella perdita precoce
della MAP2, mentre il secondo tipo € da corrdlars ad
alterazioni simili che s verificano in uno stadio piu
tardivo e associabili alla morte neuronale che provoca
laperdita delle sinapsi [58].

B-APP

La proteina precursore della g-amiloide (B-APP) &
una glicoproteina transmembrana di tipo 1 espressa,
preferenzialmente, nel cervello. Nell’ uomo la proteina
e codificata da un singolo gene sul cromosoma 21 che
genera numerose isoforme a seguito di un taglio
alternativo del suo RNA messaggero.

Le forme secrete di p-APP rilasciate nell’ ambiente
extracellulare sono di duetipi: quelle che presentano la
regione KPI (Kunitz-type protease inhibitor), APP,;, e
APP__ equellein cui questaregione e assente (APP,
e APP,,,). La forma neuronale dell’ APP e quella
costitutitada 695 aminoacidi (APP 695). Come osservato
danumerosi studi, tali isoforme mostrano localizzazioni
diverse[59, 60] elaloroinduzione, inrispostaall’ insulto
ipossi co-ischemico, avvienein manieradifferente. Dopo
ischemia, infatti, le isoforme contenenti la regione KPI
subiscono un incremento della loro espressione che
contribuisce, probabilmente, alla rigenerazione
neuronale, mentrelealtre due diminuiscono in relazione
allaperdita neuronale.

Il precursore dell’amiloide, dopo essere stato
sintetizzato, vieneinviato, con trasporto assona e vel oce
[61], alle terminazioni nervose e localizzato nelle
membrane sinaptiche dove svolge il ruolo di
neuromodulatore. Inoltre nei neuroni ippocampali e in
quelli corticali la B-APP haun' attivita protettivacontro
gli insulti eccitotossici, attraverso un meccanismo che
coinvolge la stabilizzazione dei livelli del calcio [62].

In seguito al danno ischemico I’ espressione della p-
APP aumenta soprattutto nei neuroni e negli astrociti, in
relazione a vari meccanismi. Inizialmente la proteina
aumenta a causa dell’ incremento della sua sintesi o per
diminuzione dell’ efficienza del turn-over nei neuroni
vulnerabili e negli astrociti della regione danneggiata.
In un secondo momento I’ APP é rilasciata dai neuroni
degenerati e dagli astrociti vicini alla regione che ha
subito I’insultoischemico. Infinelap-APPaumentanelle
cellule del sangue come ad esempio le piastrine e viene
trasportata dagli astrociti perivascolari [62]. In alcuni
lavori éstatorilevato chelasovra-espressione di B-APP,
indotta dall’insulto ipossico-ischemico nello strato di
cellule piramidali produce neurotossicita[63, 64] mentre
in atri casi promuove la neuroprotezione e la crescita
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neuritica [65-67]. Un’ipotesi che potrebbe spiegare
questa discrepanzafunzionale e chel’ APP, prodottasia
nelle celluleresistenti chein quellevulnerabili, potrebbe
svolgereruoli diversi asecondadel grado di espressione
del suo gene: livelli moderati di APP, favorirebbero la
sopravvivenza del neurone, mentre alti livelli ne
indurrebbero la morte cellulare per apoptosi.

L’ espressione dellap-APPéstatastudiatanei cervelli
di neonati umani e di ratto dopo insulto ipossico-
ischemico, mediante western blotting ed immuno-
istochimica [68]. Nel cervello dei neonati umani
I’ espressionedellaproteinainiziaad aumentare circa24
oredopo I’ insulto i possi co-ischemico fino araggiungere
i livelli piu elevati dopo 3 giorni dal danno cerebrale
indotto. Questo incremento non e stato osservato soltanto
nell’ area danneggiata del cervello, ma anche in quella
apparentemente non colpitadaischemia. Sembraquindi
che I'induzione di p-APP sia frutto di una risposta
adattativa del cervello neonatale al danno ipossico-
ischemico.

Nei ratti, I’analisi biochimica mediante western
blotting & stata studiata nella corteccia cerebrale, nello
striato e nell’ippocampo dopo quattro-dodici ore dalla
lesione efino atre giorni dal danno. E’ stato osservato
che la proteina inizia ad aumentare dopo due ore,
raggiungendo i suoi livelli piu ati dopo un giorno
dall’insulto ischemico.

L’ espressione della B-APP & stata osservata anche
nell’ippocampo del gerbillo [69] dopo induzione di
ischemia cerebrale mediante occlusione bilaterale della
carotide. Inizialmente si osserva una morte cellulare
neuronal e accompagnatadaipertrofiadegli astrociti nei
quali I'immunoreattivita della p-APP risulta molto
debole. Dopo una-quattro settimanedall’ insultoipossico-
ischemico, gli astrociti, ormai iperplasici, mostrano una
forteimmunoreattivita contro lap-APP, suggerendo che
I’ espressione della proteina sia associata ala prolifera-
zione astrocitaria[70].

Lepresenilinele?

Identificate nel 1995 in seguito agli studi riguardanti
unaforma ad insorgenza particolarmente precoce della
malattiadi Alzheimer di tipo familiare, le preseniline 1
e 2 (PS1, PS2) sono codificate rispettivamente dai geni:
S182 sul cromosoma 14 [71] e STM2 [72] sul
cromosoma 1. Le due proteine integrali di membrana
presentano un’omologia di sequenza del 67% ed
entrambe sono divise in due frammenti ammino e
carbossi-terminali di 30 e 18 kDa [73, 74] mediante un
processo proteolitico non ancora ben caratterizzato.

L'inizialelocalizzazione delle preseniline nel reticolo
endoplasmatico ed in misuraminore nel compartimento
del Golgi ha permesso di elaborare modelli strutturali
che prevedono da sette a nove domini trans-membrana
oltre ad un loop idrofilico con i domini ammino e
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carbossi-terminali orientati versoil citoplasma[75, 76].
Pit recentemente studi immunocitochimici hanno
rivelato che ambedue le proteine sono presenti sulla
membrana plasmatica [77] in particolare nei comparti-
menti pre e post-sinaptici dei neuroni, anche se non &
stato ancora definito se si tratti delle forme intere o di
frammenti proteolitici [78].

Le preseniline sono espresse in una notevole varieta
di tessuti ed organi [79] ed in particolare nel tessuto ce-
rebrale embrionale ed in quello adulto, nel quale sono
coivolte nel processamento del precursoredell’ amiloide
[80]. Sebbene le funzioni fisiologiche rimangano fon-
damentalmente sconosciute, numerosi studi hanno as-
segnato alle due proteine un ruolo nellaregolazione dei
segnali intracellulari durante lo sviluppo del sistema
nervoso centrale[81], nel mantenimento dell’ omeostasi
dello ione Ca?*[82] e nel fenomeno dell’ apoptosi [83].

La funzione primaria svolta dalla PS1 durante
I’embriogenesi [84] é statain parte rivelata dagli studi
condotti in topi knock-out (PS1 -/-) nei quali vieneim-
peditalanormal e espressione dellaproteina. Gli anima-
li PS1 -/- muoiono primao immediatamente dopo lana-
scitaacausadi gravi difetti nellaformazione dei somiti
e dell’ apparato scheletrico associati ad emorragie cere-
brali. Intali modelli é statadocumentatala diminuzione
dell’ espressione di importanti fattori per latrasduzione
del segnaleintracellulare (Notch e delta), da cui deriva
I'ipotesi secondo la quale la PSL rivestirebbe una fun-
zionedirettao indirettain queste vie di trasduzione [85,
86]. Nonostante le dimostrazioni che avvaloranoil ruo-
lo funzionale della presenilina nell’ ontogenesi,
sorprendentemente, la piu alta espressione della PS1
stata registrata nel cervelletto e nell’ippocampo, dieci
giorni dopo la nascita. Tale dato suggerirebbe il
coinvolgimento della PS1 in almeno due processi di-
stinti rispettivamente attivi durante |I’embriogenesi elo
sviluppo postnatale del sistema nervoso centrale [87] .

Modelli transgenici in vitro ed in vivo sottoposti ad
ipossia-ischemia hanno mostrato che |’ espressione del-
lapresenilina 1 mutatainduce una vul nerabilita statisti-
camente maggiore in risposta a stimoli pro-apoptotici,
rispetto all’ espressione dellaproteinanativa[88, 82]. In
particolare colture cellulari transgeniche, poste in con-
dizioni di ipossiae conriduzionedi glucosio nel terreno
di crescita, mostrano una soglia di sensibilita alla man-
canzadi ossigeno significativamente minore con aumen-
to dellamortalitacellulare. Anche gli esperimenti invivo
di ischemia focale cerebrale che utilizzano modelli
transgenici mutati per la presenilina 1 mostrano un dan-
no tissutal e pit severo ed un recupero comportamentale
meno efficace, rispetto ai controlli che non esprimono
PS1 mutata [89]. | modelli transgenici suddetti, inoltre,
hanno permesso di dimostrare che la concentrazione
degli ioni calcio, dopo induzione di stimoli ipossico-
ischemici, dipende dalla presenza di mutazioni nella
sequenza della PS1. L’effetto della presenilina

sull’omeostasi del calcio deriva, probabilmente,
dall’interazione diretta con il recettore per larianodina
0 proteine associate, che potrebbe svolgere un ruolo nel
meccanismo precoce di attivazione dei processi
apoptotici [90].

L'ipossiainducel’ espressionedi un fattore di trascri-
zione relativamente raro, I’HIF-1, che a sua voltaim-
plementa |’ espressione della presenilina 2 legandosi a
siti multipli presenti nel promotore del gene STM2. In-
fatti colture cellulari ipossichedi retinaderivate daneo-
nati di ratto mostrano un notevole aumento del legame
del fattore HIF-1 a DNA, seguito da un incremento
dell’RNA messaggero di PS2 che resta sovra-espresso
per due-sette giorni [91]. Semprein condizioni di stress
ipossico si & potuta dimostrare |’ espressione di
un’isoforma della presenilina 2 in colture cellulari di
neuroblastoma, anal ogamente a quanto avviene nei cer-
velli di pazienti Alzheimer; taleisoformaosservabile solo
dopo ipossia, non comparein rispostaanessun atro tipo
di induzione[92].

Esperimenti su modelli animali hanno permesso di
osservare chel’ induzione dello stressipossi co-ischemico
produce, nei confini dell’ area colpita dainfarto, un ac-
cumulo di epitopi dellapresenilinal e 2 rilevabili nelle
cellule della glia [93]. 1l fenomeno sembrerebbe non
derivare dall’ attivita macrofagica, ma da un aumento
dell’ espressione endogena della glia attivata. Tale con-
siderazione é avvaloratadallapresenzadi frammenti N-
terminali di entrambe le preseniline nella microglia,
mentre gli astrociti risultano positivi solo verso gli
anticorpi specifici contro la sequenza aminoacidica del
loop idrofilico della presenilina 1.

I1 ruolo effettivo svolto dalle preseniline negli eventi
ipossico-ischemici deve essere ulteriormente approfon-
dito considerando anche i risultati che indicano un au-
mento dell’ espressione di PS1 nei neuroni resistenti
all’ischemiafocale dello strato CA3 e del giro dentato,
indotta nel sistema nervoso centrale del gerbillo della
Mongolia[94].

In conclusione mentre numerosi esperimenti sembra-
no suggerire un possibile coinvolgimento della
presenilina 1 nei meccanismi di recupero della lesione
ipossico-ischemica, la presenilina 2 potrebbe rivelarsi
un possibile target per contrastare I’ instaurarsi di mec-
canismi di morte cellulare programmata che caratteriz-
zano I’ evento ipossico-ischemico.

NCAM (neural cell adhesion molecule)

La NCAM, una delle circa 160 proteine che
appartengono allasuper-famigliadelleimmunoglobuline
[95] & considerata un elemento di notevole importanza
nell’ ontogenesi del sistema nervoso per il suo
coinvolgimento in molteplici eventi quali 1o sviluppo
assonale, lacrescitaneuriticaelafascicolazione nervosa



[96, 97]. La sequenza aminoacidica della NCAM é
codificata da un unico gene del quale sono note tre
isoforme principali, ottenute per splicing aternativo (N-
CAM 180, 140 e 120) [98]. Tutte le isoforme sono
caratterizzate dalla presenza di cinque domini 1g-simili
eduefibronectinadi tipo |11, mentre, soltanto I'isoforma
120 risulta priva del dominio trans-membrana pur
rimanendo legata alla membrana plasmatica mediante
un ponte glicosilico con un fosfatidilinositolo [99]. Le
interazioni cellula-cellulamediate dallaprotei napossono
essere di tipo omofilico od eterofilico; nelle prime i
legami inter-cellulari vengono stabiliti tradue molecole
di NCAM; nelledltreil partner & costituito danumerose
proteine tra le quali sono state identificate la L1 [100],
laTAG-1/axoninal[101] ed il recettore per il fattore di
crescita dei fibroblasti (FGFr) [102] .

Lavariabilitd della proteina di adesione neurade vie-
ne ulteriormente incrementata da modificazioni post-
traduzionali [103]. In particolare, due siti di N-
glicosilazione posti nel quinto dominio Ig-simile [104]
SOno considerati estremamente interessanti in quanto co-
stituiscono il sito di legame d’'elezione per I'acido
polisialico [105], un omopolimero o 2-8 dell’ acido N-
acetilneuroaminico [106]. Le catene di tale acido con-
feriscono alcune caratteristiche peculiari alla PSA-
NCAM per I’ingombro sterico elacaricaelettricanega-
tivadi cui sono dotate. Quella che viene definitalafor-
ma embrionale della NCAM [107], infatti, rispetto alle
forme non polisialicate, risulta caratterizzata da una
maggioredinamicanell’ interazione cellula-cellulae cel-
[ula-matrice, particolarmente utile durante I’ ontogenesi
guando, per assecondare | etrasformazioni morfologiche
dello sviluppo sono necessari legami facilmente
modificabili. Laformaembrionale dellaNCAM rimane
espressa nel cervello adulto in acune aree ben circo-
scritte come laneuroipofisi [108], i bulbi olfattivi [109],
la retina [110] e nei neuroni dello strato delle cellule
granulari dell’ippocampo [111]. Questi distretti del si-
stema nervoso centrale mantengono la capacitadi effet-
tuare cambiamenti strutturali e funzionali anche in eta
adulta, conservando unaintrinsecaattivitaneuroplastica
L’ espressione della PSA-NCAM é incrementata nei
neuroni e nelle cellule gliai in risposta ai fenomeni di
plasticitasinapticaallabase dell’ apprendimento [112] e
del consolidamento mnemonico [113] e nel corso del
rimodellamento neurale prodotto da al cune tipologie di
trauma cerebrale. Esperimenti di lesione condotti sulla
cortecciaentorinale[114] hanno permesso di individua
re, dopo quindici ore dalla resezione degli assoni
corticali, un aumento della concentrazione della forma
embrionale della NCAM nel citoplasma dei dendriti
neuronali dello strato granulare che attraversano lo stra-
to molecolareinterno nell’ ippocampo. Dopo quarantotto
ore |I'immunoreattivita prodotta dalle nuove proteine si
trasferisce nello strato molecolare esterno cui afferiscono
i dendriti. In quest’ ultimaareain seguito alalesione, in
circa due giorni, si verifica la perdita dell’85% delle
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singpsi [115]. Dopo trenta giorni la PSA-NCAM & an-
cora sovra-espressa sulle membrane plasmatiche delle
afferenze dello strato molecol are esterno, mentreladen-
sita sinaptica della regione ha recuperato il cinquanta
percento del valoreiniziade[116].

Esperimenti di ischemiaglobale condotti sul gerbillo
della Mongolia hanno evidenziato un moderato incre-
mento dopo 1-2 giorni della proteina polisialilata nelle
cellule dello strato granulare dell’ippocampo [117]. In
particolare, a partire dal quinto giorno post-trauma,
I'immunoreattivitaverso laNCAM diminuiscein modo
significativo nei neuroni, mentre |’ astrogliadei proces-
si radiali, presenta ancora sovra-espressione, dopo 35
giorni dal trauma ischemico.

Il significato dell’ aumento delle forme 120/140 della
NCAM, caratteristiche della glia, dopo I'ipossia-
ischemia, non € ancora stato compreso in modo
esaustivo, anche se esistono alcune evidenze di un suo
coinvolgimento nel supporto alacrescitaassonale[118].

Conclusioni

La risposta cerebrale all’ischemia é data dal bilan-
ciamentotral’ attivazione di meccanismi neuroprotettivi
endogeni e cambiamenti neurodistruttivi che aumenta-
no laprobabilitadellamorte cellulare. Tali processi con-
trapposti sono ulteriormenteinfluenzati dallaregolazione
dell’ espressione genica. D' adtrapartel’ aumentato livel -
lo di acune proteine, pud limitare la perdita cellulare
oltre ad attivare un meccanismo di riparo che influisce
sul recupero del danno subito da parte del cervello.

Il danno ipossico ischemico favorisce, come dimo-
strato dagli esempi dei vari marcatori proteici passati in
rassegna, una modificazione dell’ espressione quanti-
tativa e funzionale delle proteine coinvolte. Dauna par-
te si osserva la produzione selettiva di particolari
isoforme come nel caso dell’ APP (APP,;,) e dellaPS2,
dall’ atral’ induzione di modificazioni post-traduzionali
chenecambiano I’ attivita (fosforilazione dellasinapsina
| epolisidilazione dellaN-CAM), adattandolaalle nuo-
ve necessitadi recupero funzionale e strutturale del tes-
suto danneggiato.

L’ ipossia- ischemia perinatal e presentaancoraal cuni
meccanismi che non sono stati messi in lucein maniera
adeguata. Quello che emerge dalla lettura critica delle
evidenze riportate & una sostanziale carenza di
informazioni sull’ attivita delle proteine esaminate che
sono state quasi esclusivamente studiate sperimental-
mente nell’ adulto. | meccanismi biomolecolari di
degenerazione neuronal e e recupero funzionale nei due
processi potrebbero perd non differire in maniera
sostanziale ed anzi nell’ adulto, in seguito alla lesione
ipossico-ischemica si & da piu parti osservata una
regressione del tessuto nervoso ad uno stadio
parzialmente simile a quello embrionale. In definitiva
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I"ipotesi che le proteine attive durante I’ ontogenesi
conservino un ruolo nella fase successiva a danno
i possi co-ischemico potrebberivelarsi tanto piu veranel
caso dell’ipossia perinatale.

In conclusionei processi coinvolti nel cambiamento
di espressione delle proteine associate alla plasticita
sinaptica, necessitano attualmente di una maggiore
comprensione, perchéil loro studio potrebbefornireuna
preziosachiave di |ettura per aumentare le informazioni
disponibili sia sulle funzioni fisiologiche svolte dalle
stesse proteine, talvolta ancora ignote, sia sulla
regolazione sistemica di un evento necessariamente
complesso qualeil recupero dellafunzionalitadel tessuto
Nervoso.
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