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Il Neuroblastoma  

 

Il neuroblastoma è una neoplasia del nevrasse a localizzazione extracranica altamente 

maligna e con elevata capacità metastatizzante che interessa originariamente i tessuti del 

sistema nervoso periferico. Rappresenta la principale neoplasia maligna solida della prima 

infanzia essendo responsabile di circa il 15% dei decessi per tumore in età pediatrica.  

La trasformazione cancerosa è a carico dei neuroblasti, cellule indifferenziate di 

derivazione neuroectodermica, da cui originano gangli nervosi e neuroni periferici. Tali 

popolazioni cellulari presentano origini comuni a cellule epiteliali ed annessi cutanei: ciò 

può spiegare la possibile morfologia epitelioide e la classica forma poliedrica. 

Monitorando l’espressione sequenziale di geni correlati alla maturazione e allo 

sviluppo neuroblastico è stata identificata l’origine del fenomeno neoplastico nell’arresto 

differenziativo dei neuroblasti durante la morfogenesi e nella trasformazione cancerosa a 

vari stadi del differenziamento neuronale.  

Alla classe di tumori neuroblastici appartengono, inoltre, il ganglioneuroblastoma 

(forma differenziata del neuroblastoma che colpisce cellule gangliari e fibre nervose) e il 

ganglioneuroma (forma tumorale ben incapsulata che interessa cellule gangliari mature e 

cellule di Schwann). Il neuroblastoma, in particolare, si dimostra occasionalmente 

associato ad alcuni disordini legati allo sviluppo della cresta neurale, tra cui i più comuni 

sono la neurofibromatosi e la malattia di Hirschsprung (agangliosi del colon). 

In alcuni pazienti, soprattutto nei bambini, il tumore può svilupparsi e metastatizzare 

oppure regredire spontaneamente per differenziamento cellulare (Brodeur et al.,, 1988), 

mentre negli adulti in genere il neuroblastoma si differenzia in ganglioneuroma. 

AlIorquando vadano in contro a differenziamento le cellule di neuroblastoma assumono la 

morfologia tipica del neurone: a livello macroscopico si osserva la presenza del classico 

pirenoforo e di strutture simil assoniche come risultato di un profondo riarrangiamento 

molecolare a livello citoscheletrico (Haase et al.,, 1999). Le cellule di neuroblastoma 

umane presentano quindi due distinti fenotipi morfologici, uno neuroblastico (N-type), 

caratterizzato da processi neuritici e fenomeni biochimici tipici neurali e uno epiteliale (S-

type), con caratteristiche biochimiche di cellule di Schwann immature, gliali o melanociti. 

Un terzo fenotipo intermedio biochimicamente e morfologicamente tra N-type e S-type è 

indicato come I-type. Le cellule I-type possono essere considerate dei precursori 
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multipotenti delle N-type e S-type, ma i “pathway” che portano a questa “trans-

differenziazione” non sono, a tutt’oggi, chiariti (Melino et al.,, 1997). 

In definitiva i neuroblastomi rappresentano un ottimo modello di studio per il 

differenziamento, un’opportunità unica per analizzare i segnali di maturazione di specifiche 

linee cellulari ed esaminare come alterazioni del meccanismo di differenziamento 

svolgano un ruolo fondamentale nella genesi e nello sviluppo tumorale (Israel, 1993).  

Capire i segnali cellulari che mediano la maturazione di cellule con origine 

ectodermica permetterebbe, inoltre, di identificare i meccanismi alla base del fenomeno 

neoplastico e di mettere a punto strategie terapeutiche più specifiche ovvero meno 

tossiche e con minor rischio di resistenza. 

 

 

 

 
Fig . 1: Regioni della cresta neurale. 
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Incidenza e fattori predisponenti 

Il neuroblastoma è, con l’esclusione delle neoplasie del cervello, il tumore solido più 

frequente nei bambini rendendo conto del 8-10% di quelli tipici dell’infanzia (Voute et al.,, 

1984). Studi epidemiologici mostrano come questo colpisca con incidenza maggiore il 

sesso femminile e i bambini di razza bianca (Voute et al.,, 1984). 

La diagnosi avviene mediamente intorno ai 22 mesi ed alcuni studi mostrano la 

presenza di due picchi d’incidenza, uno antecedente il primo anno d’età ed un secondo tra 

i due e i quattro anni. Il riscontro diagnostico entro l’anno di vita è associato ad una buona 

probabilità di sopravvivenza per regressione della forma tumorale; in età più avanzata si 

evidenzia invece un’evoluzione a ganglioneuroma associata ad una prognosi meno 

favorevole. 

I fattori predisponenti l’insorgenza di questa neoplasia sono tanto ambientali quanto 

ereditari. Una correlazione tra la comparsa del neuroblastoma ed esposizione a tossici 

ambientali non è stata ancora definita, ma alcuni studi suggeriscono una connessione 

marcata tra esposizione prenatale a idantoina, fenobarbitale e alcool ed il verificarsi della 

patologia neoplastica (Allen et al.,, 1980). 

A tutt’oggi, non è stata identificata una sindrome genetica o un’anomalia congenita 

che possa essere associata alla predisposizione per il neuroblastoma, anche se il 22% dei 

bambini affetti da tale patologia sembra avere una predisposizione genetica di tipo 

autosomico dominante (questo vuol dire che è sufficiente la presenza del difetto in uno dei 

genitori perché sia trasmesso al figlio). Un’altra ipotesi “genetica” per l’insorgenza del 

neuroblastoma in bambini è legata ad un evento “mutazionale” intercorrente in cellule della 

linea germinale (Brodeur et al.,, 1993). 

La teoria più accreditata per la forma tumorale in cui non è riscontrabile una base 

ereditaria è quella per cui la trasformazione neoplastica sia il risultato di due mutazioni 

post-zigotiche in una singola cellula oppure di una prezigotica seguita da una seconda 

post-zigotica (Brodeur et al.,, 1993). Mediante l’analisi del cariotipo, infatti, sono state 

evidenziate numerose anomalie: la principale è la delezione del braccio corto del 

cromosoma 1 che, associata all’amplificazione dell’oncogene myc, sul medesimo 

cromosoma, porta alla forma tumorale più maligna. Di seguito passeremo brevemente in 

rassegna le principali anomalie riscontrate in pazienti affetti da neuroblastoma.  
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Riarrangiamenti sul cromosoma 1 

La delezione del braccio corto del cromosoma 1 (1p) rappresenta l’anomalia citogenetica 

caratteristica dei tessuti tumorali e delle corrispondenti linee cellulari. Ad essere coinvolta 

è la regione compresa tra 1p36.1 e 1p36.3 con probabile perdita o soppressione di geni 

critici per il controllo della progressione tumorale. 

La traslocazione 1p-17q è associata ad un aumento della frequenza d’insorgenza 

della neoplasia (Maris et al., 1997). 

 

 

 

 
Fig. 2: Mappa citogenetica del braccio corto del cr omosoma 1. 
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Espressione e amplificazione di myc  

L’oncogene n-myc è amplificato in molte linee cellulari di neuroblastoma e in circa il 25% 

dei tumori primari. Il locus di tale gene si trova a livello della porzione distale del braccio 

corto del cromosoma 2. L’amplificazione comporta rapida progressione della forma 

tumorale indipendentemente dallo stadio del tumore e dall’età del paziente; questo 

suggerisce che tale riarrangiamento è una proprietà biologica intrinseca dell’aggressività 

del neuroblastoma (Lanzkowsky P.,1994). 

E' importante sottolineare che amplificazione di myc e delezione 1p sono correlati; 

probabilmente la delezione precede l’amplificazione che risulterebbe facilitata dalla 

rimozione di geni regolatori sul cromosoma 1 (i principali candidati sono HKR3 e DAN). 

 

Espressione dei recettori per i fattori di crescita nervosi Trk 

Importante nello sviluppo clinico e biologico del neuroblastoma è il ruolo dei geni che 

codificano per una classe di protein-chinasi recettoriali, dette Trk (A, B, C), in grado di 

fosforilare i propri substrati specificamente su residui di tirosina. Tali proteine individuano 

la famiglia di recettori per le neurotrofine quali, ad esempio, il Nerve Growth Factor (NGF) 

ed il Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF). Questi ultimi svolgono diverse funzioni 

nella fisiologia del sistema nervoso promuovendo la sopravvivenza, la crescita e il 

differenziamento di diverse classi di neuroni.  

In cellule di neuroblastoma, l’interazione NGF/TrkA promuove l’arresto della 

crescita ed il differenziamento in senso neuronale mentre quella tra BDNF ed il suo 

recettore, TrkB, determina sopravvivenza e crescita neuronale. E’, altresì, interessante 

notare l’esistenza di una correlazione inversa tra l’espressione di TrkA (gp140trk-A) e 

l’amplificazione dell’oncogene myc; ciò spiegherebbe il blocco differenziativo osservato in 

cellule esprimenti livelli abnormi dell’oncogene. Sulla base di queste osservazioni, 

un’adeguata espressione di TrkA (così come dell’omologa TrkC) rappresenta un aspetto 

positivo nella valutazione della prognosi clinica dei neuroblastomi. Per quanto concerne 

TrkB, questo supporterebbe la sopravvivenza cellulare in presenza di NGF. In questo caso 

la forma “full-lenght” (gp145, TrkB) è associata all’amplificazione dell’oncogene myc e ad 

una prognosi negativa mentre la forma tronca (gp95trk-B) priva del dominio tirosin-

cinasico è predominante nei tumori differenziati (Brodeur et al., 1997, Lucarelli et al., 1997, 

Eggert et al., 2002). Per i motivi sopra elencati le Trk rappresentano quindi un bersaglio 

ideale nello sviluppo di una terapia che intervenga sui meccanismi di differenziamento.  
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Caratterizzazione genetica dei neuroblastomi 

In base alle caratteristiche citogenetiche si identificano tre gruppi di tumori (Brodeur 

1995,1997) :  

                                       

Caratteristiche Tipo I Tipo II Tipo III 

MYCN Normale Normale Amplificato 

TRKA Alto Variabile Basso 

Età Inferiore a 1 

anno 

Superiore a 1 

anno 

Entro i 5 anni 

Stadio 1, 2, 4S 3, 4 3, 4 

Sopravvivenza 95% 25-50% <5% 

 

Caratteristiche cliniche 

Le manifestazioni cliniche e la prognosi dipendono dalla posizione della massa tumorale 

primaria, dall’estensione di questa, dall’età del paziente al momento della diagnosi e dal 

grado di differenziamento istologico (Shimana et al., 1984). 

Nei bambini, in oltre un terzo dei casi, la malattia esordisce nell’addome e interessa 

prevalentemente i surreni mentre nella quota restante ad essere interessati sono i gangli 

del sistema simpatico nella regione paravertebrale mediastinica e lombare con metastasi 

che, in genere, si manifestano a livello linfonodale, ematico e  scheletrico.  

Raramente il neuroblastoma può originare dai gangli intramurali dell’utero, 

dell’intestino e della vescica e in questo caso è spesso associato a malformazioni di questi 

organi. 

Nell’adulto il tumore insorge preferenzialmente nel capo, nel collo e nelle gambe. 

Nel caso si verifichi regressione spontanea della neoplasia per differenziamento e 

apoptosi cellulare massiva permangono in situ aree fibrotiche tendenti alla calcificazione. 

In tutti i casi citati, il quadro sintomatologico è conseguente alla compressione meccanica. 

I tumori primari localizzati a livello del collo e della testa si presentano come 

“masse” palpabili, sono in genere associati ad esoftalmo, miosi, difetto di sudorazione e 

colpi di calore dal lato della faccia interessato con possibile paralisi (Sindrome di Bernard-

Soullier). NelIe localizzazioni a livello addominale la sintomatologia è rappresentata da 

vomito e perdita di appetito; anche in questo caso la massa tumorale è riscontrabile alla 

palpazione. 
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L’interessamento della parte alta del torace, determinando compressione linfatica, è 

causa di infezioni polmonari, dispnea e disfagia. Sintomi “nervosi” si registrano quando il 

tumore è localizzato nell’area paraspinale: ipotonia, atrofia, areflessia (mancanza di 

riflessi) o iperreflessia (esasperazione dei riflessi), scoliosi, disfunzioni della vescica e 

dello sfintere anale (Lanzkowsky P., 1994). 

 

Classificazione istologica 

Il neuroblastoma può essere diviso in due categorie in base a caratteristiche 

istopatologiche e all’età del bambino (Brodeur et al., 1988). Considerando le 

caratteristiche citologiche tessutali la classificazione è legata alla valutazione di:   

• presenza o assenza dello stroma di Schwann 

• difetto di maturazione cellulare 

• MKI (indice mitotico) :  

                    grado 1, basso indice mitotico o calcificazione presente 

                    grado 2, basso indice mitotico e calcificazione presente 

             grado 3, calcificazione assente e indice mitotico alto. 

 

Sulla base dei reperti istologici possono essere identificati quattro stadi nell'evoluzione 

della patologia: 

I. Il tumore appare confinato nell’organo d’origine; non sono presenti residui tumorali 

microscopici; l’infiltrazione tumorale dei linfonodi regionali è negativa; sono assenti le 

metastasi distali.  

II. Il tumore si estende con continuità oltre i confini dell’organo di origine senza 

oltrepassare la linea mediana, i linfonodi possono o meno essere colonizzati da cellule 

tumorali; si può verificare rottura della capsula tumorale. 

III. Il tumore si estende con continuità oltre la linea mediana; i linfonodi possono essere o 

meno “metastatici”. Sono assenti le metastasi in altri organi. 

IV. Metastasi interessano visceri, linfonodi distali, tessuti molli e scheletro. 

IV-S.(Speciale). Pazienti la cui malattia dovrebbe essere classificata come stadio I o II, ma 

con interessamento di fegato, cute e midollo osseo. 

 

Protocolli terapeutici 

Tre sono gli approcci terapeutici attualmente in uso: chirurgico, chemioterapico e 

radioterapico (Niethammer et al., 1995). Il trattamento d’elezione è quello chemioterapico, 
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eccezion fatta per i casi in cui sia possibile rimuovere chirurgicamente la massa tumorale 

o questa si presenti allo stadio 4S (Brodeur et al., 1988). 

I principali agenti chemioterapici, riconosciuti efficaci nel trattamento del 

neuroblastoma, sono ciclofosfamide, cisplatino, doxorubicina, teniposide ed etoposide 

generalmente somministrati in associazione al fine di sfruttarne l’azione sinergica (National 

Cancer Institute). 

Tra i protocolli più usati : 

• OPEC/OJEC 

• OJEC rapido 

• Fattori di crescita ematopoietici. 

La decisione di rimuovere il tumore è legata alla sua localizzazione, al coinvolgimento dei 

principali vasi sanguigni e alla tempestività della diagnosi. La complicazione più frequente 

legata al trattamento chirurgico è l’insorgenza della sindrome di Horner. 

Nei casi in cui la localizzazione del tumore e l’età del bambino lo suggeriscano 

viene impiegata la terapia con radiazioni ionizzanti in un “range” compreso tra 15-30 Gray, 

in genere associata al trattamento chirurgico o chemioterapico. 

Altri trattamenti farmacologici sono in studio come l’uso di anticorpi monoclonali 

diretti verso il GD2 ganglioside (già attuale) o la stimolazione delle risposte di difesa  

“cellulo-mediate” con interleuchina 2 (ancora in fase sperimentale).   

L’uso di agenti differenzianti, grazie agli incoraggianti risultati ottenuti, rappresenta 

oggi più che mai l’ultima frontiera nella ricerca di terapie efficaci in associazione con lo  

studio dei meccanismi molecolari alla base del fenomeno neoplastico geneticamente 

determinati. 
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Genesi del cancro  

 

Proliferazione cellulare, differenziamento e apoptosi sono in parte mediati da segnali 

comuni e non ancora del tutto chiari. L’omeostasi cellulare è legata al risultato della 

continua integrazione di questi segnali che risultano alterati nella genesi tumorale; in 

questo senso la neoplasia può essere interpretata come un disordine risultante dal 

mancato bilanciamento tra proliferazione e morte cellulare. 

Numerosi progressi sono stati compiuti negli ultimi due decenni sull’identificazione 

delle basi molecolari del fenomeno neoplastico; ciò ha permesso l’introduzione di 

rivoluzionari metodi di trattamento mirati ad intervenire sulle basi molecolari della 

cancerogenesi. Neoplasie possono svilupparsi in quasi tutti i tessuti dell’organismo e molti 

di questi possono ospitare più tumori: diverse sono quindi le caratteristiche morfologiche e 

topografiche; ne deriva che ciascuna neoplasia ha caratteristiche peculiari ma i 

meccanismi di base sembrano essere simili. 

Alcune caratteristiche delle cellule embrionali, tra cui la capacità di riprodursi 

attivamente, nei tumori diventano condizione permanente e autonoma. Le cellule “normali” 

si riproducono solo quando vengono istruite in proposito e ciò affinché ogni tessuto 

mantenga le dimensioni e la struttura appropriate ai bisogni dell’organismo. A 

caratterizzare il comportamento biologico dellle cellule tumorali è l’insensibilità agli usuali 

meccanismi di controllo della proliferazione cellulare con alterazione del bilancio 

proliferazione/morte a favore della proliferazione. 

I tumori benigni si differenziano da quelli con maggiore aggressività biologica 

poiché, pur presentano indipendenza proliferativa e sviluppo espansivo, crescono 

comprimendo i tessuti vicini sì da mantenere con essi i rapporti di contiguità in assenza di 

infiltrazioni. Se l’asportazione della massa tumorale è totale, essi difficilmente recidivano; 

possono però trasformarsi in forme maligne.   

Le cellule neoplastiche maligne assumono aspetti morfologico-funzionali diversi da 

quelle d’origine, possedendo la capacità di migrare in siti distanti dal locus primario 

(formando masse tumorali metastatiche) e di invadere i tessuti circostanti. I tumori costituiti 

da queste cellule diventano sempre più aggressivi con il passare del tempo distruggendo 

organi e tessuti, con debilitazione generale dell’organismo (cachessia) e morte in breve 

tempo. Questo tipo di evoluzione è da attribuire, probabilmente, alla selezione di cellule 

con un fenotipo più spiccatamente maligno. 

Ciò che caratterizza le cellule tumorali è: 
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1. la perdita del controllo: 

a) proliferativo e del potenziale replicativo, ciò che permette di distinguere tumore e 

iperplasia. In genere la cellula continua a duplicarsi per un certo numero di 

generazioni e termina il suo ciclo vitale attraverso la morte programmata. Questo 

non vale per le cellule tumorali che diventano immortali e continuano a proliferare; 

b) di posizione, per alterazione delle molecole di adesione; ciò permette alle cellule 

di “camminare” le une sulle altre. Questa caratteristica viene identificata come 

perdita dell’inibizione da contatto; 

c) di territorio, la cellula tumorale può spostarsi dal sito d’origine e diffondere 

nell’organismo per alterazione del suo programma genetico. 

2. l’atipia: 

la cellula tumorale è morfologicamente ed istologicamente atipica. Le differenze 

sono di ordine chimico, metabolico, funzionale e comportamentale. A questa è 

associata l’anaplasia, alterazione del differenziamento con perdita delle sue 

caratteristiche specifiche; 

3. l’eterogeneità: 

che può essere istogenica (dipende dal tessuto d’origine), istiotipica (nell’ambito 

dello stesso tumore vi possono essere cellule di diverso tipo) e tumorale (per 

selezione delle cellule con il fenotipo più maligno).  

In conclusione le cellule tumorali discendono tutte da una cellula ancestrale che 

attua un programma di riproduzione incontrollata.  

La trasformazione maligna di una cellula è promossa dall’accumulo di mutazioni in 

classi specifiche di geni, i proto-oncogeni e i geni oncosopressori, capaci di 

modulare la proliferazione cellulare in senso rispettivamente positivo e negativo.  

Diversi sono gli eventi che possono modificare le funzioni fisiologiche associate ai geni 

sopra citati. Nel caso dei proto-oncogeni, questi potrebbero perdere la capacità di “sentire” 

i segnali di arresto del ciclo per mutazione nei siti di interazione con molecole regolatorie. 

In altri casi vi potrebbe essere una produzione eccessiva delle proteine da questi 

codificate, tale da sopraffare i meccanismi usualmente preposti al controllo della loro 

attività. Per i geni oncosoppressori l’eventualità più frequente è data da mutazioni nella 

sequenza nucleotidica tali da impedire la traduzione proteica o, in altre circostanze, da 

generare proteine non funzionali, incapaci cioè di bloccare il ciclo proliferativo. In 

particolare l’alterazione di geni codificanti per p53 e pRb è stata riscontrata in una elevata 

percentuale di forme tumorali. 
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p53 rappresenta un vero e proprio sistema di difesa per preservare l’integrità genomica, 

tanto che, in presenza di danni a carico del DNA genomico, viene attivata nella sua 

funzione di fattore di trascrizione. In questa maniera p53 determina, attraverso una 

intricata rete di segnali, il blocco del ciclo proliferativo necessario perché gli enzimi 

preposti alla riparazione del danno genetico abbiano il tempo di agire. Nel caso in cui 

l’entità dell’insulto genetico sia tale da sopraffare i processi di riparazione intrinseci alla 

cellula, p53 determina la morte “programmata” della stessa (apoptosi). 

La proteina Rb rappresenta, in condizioni normali, il principale freno del ciclo 

cellulare. La sua inibizione, operata per fosforilazione dal complesso ciclica D/cdk4, 

permette la progressione in fase S rilasciando il fattore di trascrizione E2F, con il quale è 

abitualmente accoppiato. Quest’ultimo, libero di traslocare nel nucleo, attiva la sintesi di 

proteine necessarie per l’attuazione del ciclo cellulare.   

In genere perché si sviluppi un tumore maligno devono verificarsi mutazioni in 

almeno cinque o sei geni coinvolti nella regolazione del ciclo cellulare, accompagnate da 

riarrangiamenti in altri geni che conferiscono capacità invasiva e metastatizzante alle 

cellule neoplastiche. 

La cancerogenesi chimica ha permesso di identificare i tre momenti fondamentali 

nella genesi del tumore: l’iniziazione, la promozione e la progressione. 

 

Iniziazione: processo per cui in un organismo viene indotta la formazione di cellule 

diverse, “iniziate”, ma non ancora neoplastiche. Ciò si verifica a fronte di una lesione 

biochimica e di almeno un ciclo di proliferazione necessario per fissare il danno che in 

genere è localizzato su geni deputati al controllo della proliferazione o del 

differenziamento. La cellula iniziata risulterebbe così essere resistente alla morte cellulare 

indotta con presidi farmacologici o sostanze tossiche. 

L’iniziazione porta a genesi tumorale solo se si verificano eventi “mutazionali” 

subentranti quello primario. Questa prima fase è rapida e irreversibile ed è importante 

sottolineare che: 

• mutazioni del DNA non codificante sono fenotipicamente silenti e mutazioni di geni 

non coinvolti nel controllo e nel differenziamento cellulare non provocano il cancro; 

• esistono meccanismi di controllo che riducono la possibilità di fissazione del danno 

anche a costo di indurre morte della cellula; 

• in questo stadio non esiste ancora il tumore ma solo una cellula potenzialmente 

pericolosa. 
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Promozione: fattori extracellulari promuovono la proliferazione cellulare in modo aspecifico 

e con meccanismi non ancora del tutto noti. Si verifica espansione clonale della cellula 

“iniziata” che recepisce lo stimolo proliferativo in maniera diversa dalle cellule normali. 

Queste ultime possono seguire destini diversi: oltre la proliferazione seguono la via del 

differenziamento e della morte cellulare; tutto ciò contribuisce alla formazione di una 

lesione benigna o pre-neoplastica. Questa seconda fase può durare parecchi anni. 

 

Progressione: è la fase più temibile, caratterizzata dall’evoluzione della lesione pre-

neoplastica; condurrà alla manifestazione clinica della neoplasia nei suoi aspetti più gravi. 

Nel corso della progressione si formano varianti cellulari capaci di resistere agli 

attacchi farmacologici ed immunologici per selezione di cellule con il fenotipo più 

aggressivo.   

Formazione e sviluppo tumorale dipendono da una serie di eventi molecolari che 

non si esauriscono con la formazione della massa primaria ma continuano a verificarsi. Il 

tumore è quindi un’entità dinamica suscettibile a modificazioni; da ciò dipende la comparsa 

di nuove caratteristiche fenotipiche. La curva di crescita di una neoplasia presenta un 

andamento trifasico: di latenza, di accrescimento esponenziale e di crescita lenta. 

Trascurando le cellule che abbandonano il tumore primario per metastatizzare, si 

può ritenere che l’accrescimento della massa tumorale nel suo insieme dipenda 

sostanzialmente dal bilancio dinamico tra la riproduzione e la morte cellulare. In tale 

ambito angiogenesi, invasività e metastatizzazione presentano un ruolo chiave. 



                                                            - 16 - 
 

Ceramide: struttura e sintesi  

 

La ceramide strutturalmente è costituita da un residuo di sfingosina e da un acido grasso 

uniti tramite un legame amminico. 
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Fig. 3. Struttura della C2-Ceramide. 

 

Dal punto di vista biologico i siti più importanti di reattività sono: 

 i carboni dalla posizione 1 alla 5 appartenenti al residuo di sfingosina; 

 i due gruppi ossidrilici in posizione 1 e 3; in particolare quello in C1 che è sede dei 

possibili legami della ceramide con gli zuccheri per formare glicosfingolipidi; 

 il gruppo amminico di legame tra le due subunità strutturali; 

 la stereochimica del doppio legame in posizione 4-5 di tipo trans (Fig. 3). 

Possibili variazioni nella struttura possono comportare da un lato la perdita di attività 

dall’ altro un aumento della tossicità della molecola; ad esempio l’idrogenazione del doppio 

legame rende inattiva la molecola e ciò conferisce notevole importanza a quelle 

modificazioni strutturali ai fini dell’induzione della morte cellulare (Kishida et al., 1997). Il 

possibile ridimensionamento della lunghezza della catena dell’acido grasso determina 

invece tossicità cellulare, e la possibile sostituzione del gruppo carbossilico del legame 

ammidico con un metilene aumenta la potenza della ceramide come stimolo apoptotico. 

Effetto che si verifica per diminuzione della velocità di idrolisi con conseguente aumento 

dell’emivita della ceramide (Karasavvas et al., 1996). 
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Sintesi 

 

La ceramide può essere generata attraverso due vie sintetiche differenti: 

1- via sfingomielinasi-dipendente 

2- via di neosintesi 

 

1 - Le sfingomielinasi sono gli enzimi più studiati per valutare il metabolismo lipidico; 

vengono attivati in risposta a stimoli esterni di diversa natura e promuovono l’inizio del 

ciclo della sfingomielina. Attualmente, sono noti cinque diversi enzimi identificati in base al 

pH ottimale per lo svolgimento della loro funzione, alla localizzazione cellulare e alla 

dipendenza cationica (Perry et al., 1998). La prima forma enzimatica di sfingomielinasi 

scoperta è stata quella acida (A-SMase). Tale attività risiede in compartimenti acidi come 

gli endosomi o i lisosomi e si ritrova come forma solubile nel citosol e nell’ambiente 

extracellulare legato alla membrana plasmatica; la sua azione si svolge in maniera 

ottimale ad un pH intorno a 5, ma recenti studi hanno evidenziato la sua attività anche a 

pH neutro e in presenza di ioni Mg2+ e Zn2+. Dopo l’avvenuta clonazione si è ipotizzato che 

l’enzima sia prodotto dall’espressione di un gene conservato e abbia un ruolo importante 

nell’apoptosi indotta da radiazioni (Schissel et al., 1996). Entrambe le forme di 

sfingomielinasi acida sono codificate dallo stesso m-RNA e non derivano da forme di 

splicing alternative (Schissel et al., 1996). Una sua possibile carenza è stata riscontrata 

nella malattia di Niemann-Pick di tipo A e B. La forma neutra (N-SMase) Mg2+-

indipendente è stata parzialmente purificata da cellule HL-60 trattate con vitamina D; ne 

sono state ritrovate due forme che differiscono per localizzazione, una presente nel 

citosol, l’altra legata alla membrana cellulare. Altre forme attive a pH alcalino sono state 

riscontrate a livello del tratto gastro-intestinale ed il loro substrato è la sfingomielina 

localizzata a livello della membrana cellulare. La sintesi della ceramide avviene tramite 

allontanamento di una molecola di fosforilcolina dalla sfingomielina una rapida azione della 

sfingomielinasi (uno-tre minuti) (Adam et al., 1996). 
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STIMOLI INDSTIMOLI INDSTIMOLI INDSTIMOLI INDUCENTI L’ATTIVAZIONE DELLA VIUCENTI L’ATTIVAZIONE DELLA VIUCENTI L’ATTIVAZIONE DELLA VIUCENTI L’ATTIVAZIONE DELLA VIA A A A SFINGOMIELINICASFINGOMIELINICASFINGOMIELINICASFINGOMIELINICA    

 

TNF-αααα                                   Stress ossidativo 

IL-1                                      Complemento C5b 

CD28                                    Daunorubicina 

γγγγ-Interferon                           Vincristina 

Vitamina D3                          Deprivazione di siero 

NGF                                      Progesterone 

CD95-L                                 UV 

Heat                                     Corticosteroidi 

PDGF                                    Radiazioni ionizzanti 

 

 

2 - La sintesi de novo di ceramide viene indotta sulla superficie del reticolo 

endoplasmatico grazie all’azione della serina-palmitoil-transferasi in una reazione di 

condensazione che dà luogo a chetosfinganina e palmitoil-CoA. L’enzima successivo, la 

chetosfinganina reduttasi, riduce il gruppo chetonico promovendo la sintesi di sfinganina. 

L’ordine della sequenza degli eventi successivi, N-acilazione e formazione del doppio 

legame, nella sintesi della ceramide è stato difficile da individuare fino alla dimostrazione 

che la sfinganina è inizialmente N-acilata dalla diidroceramide-sintetasi (Ong et al., 1973; 

Merrill et al., 1986). Questa reazione è poi seguita dall’introduzione del doppio legame 

catalizzato dalla diidroceramide denaturasi (Michel et al., 1997) che risiede sulla superficie 

citosolica del reticolo endoplasmatico. La diidroceramide denaturasi è inibita da gruppi 

tiolici (Michel et al., 1997), sottolineando l’importanza della stato di ossido-riduzione della 

cellula nella regolazione dei livelli intracellulare di ceramide (Fig. 4). 
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Fig. 4. Schema della sintesi de novo della ceramide. 
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Sfingolipidi e loro ruolo nella fisiologia e fisiop atologia 

neuronale  

 

La ceramide, lipide appartenente alla classe degli sfingolipidi isolato per la prima volta nel 

1874 dallo studioso Thudichum, è un componente critico nell’induzione dell’apoptosi e 

nella regolazione di altre risposte cellulari quali la differenziazione, l’arresto del ciclo 

cellulare e la senescenza (Okazaki et al., 1990; Jayadev et al., 1995; Venable et al., 1995; 

Ping et al., 1997). La ceramide è una molecola fondamentale ed è un componente 

strutturale comune dei lipidi essendo un prodotto del loro metabolismo. Tutti gli sfingolipidi 

contengono ceramide come componente a base idrofila, e derivano da una ceramide 

attraverso vie biosintetiche in cui avviene una modificazione nella posizione 1- idrossilica 

della ceramide stessa. 

Sebbene esista una grande abbondanza di informazioni sulla struttura, 

metabolismo, e l’attività biologica degli sfingolipidi di membrana (specialmente sui 

glicosfingolipidi), il ruolo degli sfingolipidi nella trasduzione del segnale è stato fino a poco 

tempo fa poco apprezzato. 

Numerosi sono gli agenti extracelllulari, come il calcitriolo, che agisce su recettori 

intracellulari, il TNF-α, il γ-interferon e l’interleuchina-1, in grado di attivare l’idrolisi della 

sfingomielina per generare ceramide pur rimanendo poco chiaro il meccanismo che lega 

l’occupazione del recettore e l’attivazione della sfingomielinasi. Dati recenti, condotti anche 

in sistemi cell-free, suggeriscono che il TNF-α possa indurre l’attivazione della 

sfingomielinasi attraverso il coinvolgimento di fosfolipasi A2 (PLPA2) e la generazione di 

acido arachidonico come meccanismo di interazione intermedio. 

Nello schema rappresentato in Fig. 8 viene proposto il ruolo della sfingomielina nel 

segnale di trasduzione e il ruolo di ceramide come secondo messaggero. L’azione di un 

ligando (L), come TNF-α o IL-1, che si lega al recettore, determina l’attivazione della 

sfingomielinasi che a sua volta causa idrolisi della sfingomielina di membrana e 

generazione di ceramide. L’effetto finale della sintesi e dell’azione di ceramide assume 

particolare rilevanza in quanto è strettamente correlato con specifici fenomeni quali 

l’induzione del differenziamento, l’arresto del ciclo cellulare e/o l’apoptosi. 

Recentemente è stato dimostrato il rapporto tra stimolazione esogena con ceramide 

ed esposizione in membrana di Fas-L (Gupta et al., 2001). A questa si associano 

osservazioni su una stretta correlazione tra livelli intracellulari di ceramide ed espressione 
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di Bcl-2, Bcl-xl e Bax, tutte proteine appartenenti alla famiglia di Bcl-2. Questo gruppo si 

compone di membri, quali Bcl-2 e Bcl-xl, con funzione di protezione da insulti citotossici di 

varia origine, ed altri, veri e propri mediatori del danno mitocondriale tipico dell’apoptosi, 

tra cui Bid, Bad, e Bax (Reed et al., 1997). Sia i primi che i secondi agiscono a livello del 

mitocondrio influenzandone il potenziale di membrana e la permeabilità ad alcune proteine 

quali il citocromo c (cit c), protagonista della fase esecutiva della apoptosi (Green e Reed, 

1998). La localizzazione di queste proteine a livello mitocondriale definisce lo stato di 

attivazione tanto in un senso anti- quanto in quello pro-apoptotico (Reed et al., 1997). 

La ceramide, inoltre porterebbe all’attivazione di peculiari enzimi proteolitici, quali le 

caspasi e le catepsine lisosomiali che contribuiscono alle fasi induttiva ed esecutiva 

dell’apoptosi (Green e Reed, 1998). Inoltre la ceramide sembra modulare l’attività di 

alcune molecole bersaglio, tra cui la protein chinasi C isozima ζ, la fosfatasi proteica 

attivata da ceramide (CAPP), la protein chinasi attivata da ceramide (CAPK). Questi 

“target” una volta attivati, mediano l’azione di ceramide in alcuni eventi intracellulari, come 

l’attivazione di NF-κB, l’attivazione del gene Rb (retinoblastoma), la regolazione 

dell’espressione di c-Myc, l’induzione delle cicloossigenasi e l’inibizione della fosfolipasi D 

(PLD) (Fig. 5).  

                                          

Fig. 5. Schema ruolo del ciclo SM. 

 In particolare modo NF-κB è una proteina originariamente identificata per la sua 

capacità di stimolare nei linfociti B la trascrizione dei geni che codificano per le catene 

leggere κ delle  immunoglobuline. I fattori di trascrizione appartenenti alla famiglia Rel/NF-

κB, scoperti circa tredici anni fa, sono stati indicati come chiave regolatrice di risposte 
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immunitarie in fase acuta, infiammatorie e come fattori coinvolti nel controllo della 

proliferazione cellulare e nel processo apoptotico. La famiglia Rel/NFκB include i fattori 

Rel A, Rel B, c-Rel, p50/p105 e p52/p100 (Chen et al., 1999). Strutturalmente sono 

costituiti da una sequenza di circa trecento aminoacidi il cui dominio N-terminale è 

chiamato “Rel Homology Domain”, RH, contenente importanti sequenze per il legame con 

il DNA, la dimerizzazione ed il legame con uno specifico fattore inibitorio (IκB). La 

terminazione carbossilica dei fattori Rel A, Rel B e c-Rel contiene domini trascrizionali di 

attivazione mentre quella dei fattori p105 e p100 domini inibitori. Le forme mature leganti il 

DNA di p105 e p100 sono più corte e vengono chiamate rispettivamente p50 e p52. 

Approssimativamente tutte le proteine della famiglia formano strutture omodimeriche o 

eterodimeriche in grado di legarsi al DNA in siti specifici (κB), influenzando l’espressione 

genica. Il più comune dimero è un eterodimero, p50-RelA, chiamato NF-κB (Rayet et al., 

1999). Normalmente NF-κB viene rilasciato dallo spazio intermembrana dei mitocondri nel 

citoplasma in forma inattiva in quanto complessato con il fattore inibitorio IκB (Ferri et al., 

2001). Diversi segnali sono in grado di promuovere la degradazione della proteina 

inibitrice promuovendo l’attivazione e successiva traslocazione di NF-κB nel nucleo. Tra gli 

attivatori troviamo segnali extracellulari o le interazioni cellula-cellula convertite in segnali 

di attivazione intracellulare attraverso recettori localizzati nella membrana plasmatica. Un 

fattore di rilievo per l’attivazione di NF-κB è il TNF-α, citochina pleiotropica prodotta 

soprattutto dai macrofagi e dai linfociti T. Il legame di TNF con uno specifico recettore di 

membrana può promuovere una cascata di eventi pro-apoptotici e una concomitante 

sovraespressione del fattore di trascrizione NF-κB con azione anti-apoptotica. La capacità 

di indurre la morte o la sopravvivenza cellulare dipende dall’equilibrio tra questi due 

processi (Johnstone et al., 2002). Il TNF media i suoi effetti biologici tramite il legame con 

due diversi recettori, TNFR-I e TNFR-II simili nel dominio extracellulare, ma differenti in 

quello citoplasmatico. Il legame di TNFR-I induce trimerizzazzione del recettore con 

reclutamento di una proteina adattatrice denominata TRADD (Fig. 9). Questa proteina 

serve come intermedio nell’attivazione di altre proteine chiamate: FADD, TRAF-2 e RIP. 

TRAF-2 e RIP sono direttamente coinvolte nella cascata degli eventi che promuovono 

l’attivazione di NF-κB. Sono molecole, infatti, in grado di attivare la proteina kinasi 

inducente NF-κB (NIκ), la quale a sua volta attiva la proteina inibitrice di IκB (IKK). IKK 

fosforila IκB rendendone possibile la degradazione proteosomica e inducendo il rilascio di 

NF-κB, che successivamente trasloca al nucleo e attiva la trascrizione di numerosi geni 
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(Gupta et al., 2001). Da recenti studi è emerso che sebbene RIP sia necessaria per 

l’induzione controllata da TNFR-I di entrambi i fenomeni, cascata apoptotica/attivazione 

NF-κB nelle cellule T, la sua reale azione dipenda dal tipo di cellula cui il TNF-α si lega 

(Gupta et al., 2001; Johnstone et al., 2002). Il gruppo di lavoro di Van Antwerp (1999) ha 

dimostrato, inoltre, che introducendo una forma mutata di IκB, resistente alla 

fosforilazione, le cellule divengono sensibili all’apoptosi indotta da agenti attivanti NF-κB, 

quali TNF-α, radiazioni ionizzanti e chemioterapici (Ferri et al., 2001; Gupta et al., 2001; 

Johnstone et al., 2002). Questi studi hanno pertanto individuato il ruolo di NF-κB come un 

soppressore del processo apoptotico.  

 

                       

 
Fig. 6. Schema delle vie di attivazione anti- e pro -apoptotiche mediate dal recettore TNF-R1. Il legam e di TNF-R1 risulta  
rilevante in due importanti processi cellulari qual i  quello di attivazione del fattore di trascrizion e NF-�B e quello per 
l’induzione della morte cellulare. 
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fattore NF-κΒ indotta tramite deprivazione di siero, si rileva una sovraespressione di Bcl-2, 

gene anti-apoptotico. Altri bersagli dell’attività di NF-κΒ, oltre a CD95L, sono i geni p53 e 
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c-Myc, in molti casi coinvolti nei fenomeni apoptotici (Gupta et al., 2001; Ferri et al., 2001; 

Johnstone et al., 2002).  

c-Myc fa parte di una famiglia che è suddivisa in sei sottoclassi, tra cui le più 

importanti sono L, N, e C, che sono potenti oncogeni che cooperano con l’oncogene ras 

allo sviluppo della trasformazione neoplastica. La loro espressione è presente 

normalmente a livello embrionale, mentre nell’adulto si riscontra solo in particolari periodi 

della vita come la gravidanza. Una loro mancata regolazione, espressione eccessiva o 

inappropriata, comporta la possibile comparsa di tumori. Tali distinti programmi biologici 

appaiono essere dipendenti dal tipo cellulare e sono modulati dall’attivazione di alcune vie 

coinvolte nei segnali di trasduzione del segnale come per esempio il sistema 1,2-

diacilglicerolo (DAG)/PKC. 

Tra i complementi cellulari effettori attivati dalla ceramide ricordiamo due protein 

fosfatasi appartenenti alla famiglia delle CAPP: PP1 e PP2A. PP1 è una protein fosfatasi 

che si trova associata a microsomi localizzati in diversi tessuti cellulari, mentre PP2A è 

una protein fosfatasi con struttura trimerica dotata di una porzione regolatoria ed una 

catalitica. Tali proteine vengono attivate da ceramide a lunga catena sia in vivo che in vitro 

e sono importanti bersagli per valutarne l’azione cellulare. Sono entrambe serin/treonin 

fosfatasi (Wolff et al., 1994; Merrill et al., 1997) ed è rilevante il loro coinvolgimento nella 

regolazione dell’apoptosi e della crescita cellulare. L’attivazione da parte della ceramide 

avviene a livello della subunità catalitica. Per PP2A si ha comunque un coinvolgimento di 

un’area più ampia rispetto alla PP1. L’attivazione è altamente stereospecifica e variando le 

condizioni in vitro si hanno modificazioni del processo di attivazione. La presenza ad 

esempio di acido fosfatidico (PA), un secondo messaggero lipidico prodotto dalla 

fosfolipasi D, determina inibizione dell’azione di PP1 (Fig. 7), ma non di PP2A (Kishikawa 

et al., 1999) suggerendo che tale effetto sia da ricondurre ad una modulazione 

dell’attivazione indotta dalla ceramide. 

 Per contro, l’aggiunta di KCl riduce l’inibizione di PP1 da parte di PA diminuendo al 

contempo la ceramide necessaria per l’attivazione di PP1. Inoltre la pre-incubazione con 

ioni Mn2+ aumenta l’attività basale di entrambi gli enzimi senza però modificare la 

sensibilità alla ceramide (Kishikawa et al., 1999).  

Zn2+ e Fe2+/3+ sono potenti inibitori di PP1 e PP2A in vitro; la loro inibizione è però 

talmente forte da non potere essere revertita dalla ceramide, presumibilmente come 

risultato di una modificazione di tipo allosterico (Chu et al., 1996) (Fig. 8). 
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Fig. 7. Schema della cascata di reazioni che median o l’azione di ceramide. 
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Fig. 8. Modulazione dell’azione di ceramide a livello delle fosfatasi (CAPP). 

 

L’acido okadaico inibisce selettivamente la PP2A mentre la caliculina è in grado di 

inibire entrambe le forme di fosfatasi (Perry et al., 1998). L’attivazione di PP1 e PP2A 

indotta da ceramide determina defosforilazione di Rb (proteina del retinoblastoma) che 

sotto tale forma induce arresto del ciclo cellulare. Inoltre, la ceramide induce l’attivazione 

della cascata caspasica tramite la proteolisi di PARP, [poly(ADP-ribose)polimerase]; la 

caliculina, ma non l’acido okadaico, previene questi eventi, ad indicare in PP1 la principale 

fosfatasi coinvolta nell’azione attivante le caspasi di ceramide mediante un’azione 

proteolitica di PARP (Smyth et al.,1996) (Fig. 9).                                                                                                                       
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Fig. 9. Interazione tra ceramide e fosfatasi e rego lazione della funzione cellulare.  
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Un’altra proteina effettrice ceramide-dipendente è CAPK, (“ceramide-activated protein 

kinase”), coinvolta nelle risposte infiammatorie indotte dal TNF-α, promuovendo 

l’attivazione di Raf, che a sua volta induce la cascata delle MAP chinasi (Yao et al., 1995). 

CAPK e Raf dovrebbero pertanto mediare gli effetti della ceramide sull’attivazione di MAP 

chinasi in presenza di citochine infiammatorie. 

Una terza chinasi, la proteina chinasi C isoenzima ζ, può legare direttamente la 

ceramide e modulare la risposta cellulare al TNF-α (Lozano et al., 1994; Muller et al., 

1995).  Recentemente si è ipotizzato che sia la presenza di un dominio ricco di 

cisteine, a livello di proteine quali Raf e proteina chinasi Cζ, a permettere il legame diretto 

con la ceramide (Van Blitterswijk et al., 1998). 

La ceramide può infine indurre altre protein chinasi, che vengono attivate da stimoli 

stressanti extracellulari (Verheij et al., 1996) tra cui JNK/SAPK che, interferendo con il 

fattore di trascrizione c-Jun, potrebbero essere coinvolte nel processo apoptotico. 

Recentemente è stato dimostrato il coinvolgimento del recettore CD-95 (APO-1/FAS) nel 

processo apoptotico indotto da radiazioni e da farmaci antitumorali quali la doxorubicina 

(Friesen et al., 1996). Tale recettore viene espresso sulla superficie di alcune cellule, tra 

cui linfociti T e B attivati, cellule epiteliali del colon e cellule epatiche (Krammer et al., 

1996), e in molti altri tessuti e tumori (Leithäuser et al., 1993). La più importante funzione 

sembra quella di indurre apoptosi in cellule sensibili stimolate da CD-95L o da complessi 

anticorpo-agonista. La proteina CD-95L è una molecola transmembrana di tipo II che si 

può trovare anche in forma solubile rilasciata dalla membrana cellulare mediante clivaggio 

proteolitico da parte di metalloproteinasi (Kayagaki et al., 1995). Dal legame di CD-95L 

con il recettore omonimo si viene a costituire un complesso che si associa alle molecole 

FADD e FLICE, generando un complesso finale in grado di attivare la cascata caspasica, 

denominato DISC. La proteina chimerica FLICE contiene un dominio adattatore in grado di 

legare a FADD un dominio proteolitico simile a quello caspasico. Alcuni studi hanno 

messo in evidenza una stretta corrispondenza tra l’induzione della sintesi di ceramide 

indotta da stimoli stressanti ed attivazione del processo apoptotico iniziato dal recettore 

CD-95 (Haimovitz-Friedman et al., 1994). Infatti, radiazioni ionizzanti o alcuni farmaci 

antitumorali inducono come detto, una rapida formazione di ceramide, ad opera di una 

sfingomielinasi, ed apoptosi. Nel fenomeno di apoptosi sembra essere coinvolta una 

aumentata sintesi di CD-95L a livello nucleare conseguente all’accumulo di ceramide ed 

all’attivazione ceramide-dipendente di JNK/SAPK. CD-95L trasloca successivamente 
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nell’ambiente extracellulare per poter interagire con specifici recettori ed attivare la 

cascata caspasica (Fig. 10). 

 

            
 

 

Fig. 10. Schema dell’attivazione del recettore CD95  ceramide-dipendente. 

 

Nei soggetti affetti dalla malattia di Niemann-Pick di tipo A (NPA), carenti del gene 

che codifica per la sfingomielinasi acida, non si verifica aumento della sintesi di CD-95L, 

per cui tali soggetti appaiono resistenti alle radiazioni ed ai farmaci antitumorali 

(Horinouchi et al., 1995). Solo somministrando ceramide esogena si induce aumento del 

ligando ed attivazione del processo apoptotico CD-95-dipendente. Fattori che possono 

bloccare questa via apoptotica sono: 

� un dominio FADD negativo; 

� frammenti anticorpali quali inibitori specifici di CD-95 (Fab); 

� inibitori di caspasi quali z-VAD (pan-caspasi inibitore); 

� CD95-L antisenso. 

Tuttavia, in tali condizioni, il fenomeno apoptotico non è totalmente bloccato, ad 

indicare come siano coinvolti altri sistemi indipendenti dal recettore CD-95 ed attivati 

durante lo stimolo che promuove lo stress cellulare. Un altro aspetto interessante è 

costituito dal fatto che, paradossalmente, l’attivazione di JNK/SAPK è coinvolta tanto 
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nell’induzione quanto nella pre-venzione dell’apoptosi (Liu et al., 1996). Tale duplicità di 

effetti è evidenziata dalle modificazioni di alcuni loro substrati, quali (TCF)/ELK-1 e c-Jun, 

entrambi fattori di trascrizione. 

L’attivazione di (TCF)/ELK-1, indotta da JNK/SAPK, promuove a sua volta 

l’attivazione del gene c-fas in risposta a stress cellulari quali radiazioni UV (Cavigelli et al., 

1995). Cellule deficienti del gene c-fas sono sensibili agli UV, promuovendo, qualora 

sottoposte a radiazione, l’inizio di un processo apoptotico (Schreiber et al., 1995). Molti 

studi condotti su c-Jun hanno rivelato che è richiesta la sua presenza per entrambi i 

programmi di apoptosi e di sopravvivenza. Nei fibroblasti c-Jun-deficienti la capacità di 

indurre morte cellulare per danno al genoma è fortemente ridotta. E’ quindi ipotizzabile che 

c-Jun possa regolare direttamente o indirettamente il sistema CD-95, ma sembra che la 

sua attivazione non sia sufficiente per indurre apoptosi. Il destino di ogni singola cellula 

viene dunque deciso da un’azione integrata di vie specifiche variamente attivate in 

risposta a ben definiti stimoli.  
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Regolazione delle sfingomielinasi 

 

• Attivazione enzimatica 

 

      L’enzima viene attivato da diversi fattori tra cui: 

1. Fas 

2. TNF-α 

3. Agenti chemioterapici 

4. Deprivazione da siero 

      Studi condotti sulla funzione svolta dal recettore TNF-α hanno suggerito un modello 

teorico che cerca di chiarire come sfingomielinasi differenti possano agire tramite la sintesi 

di ceramide in differenti vie intracellulari (Wiegmann et al.,1994). Dai risultati sperimentali 

si è potuto verificare che è la ceramide alla base di entrambi i segnali intracellulari indotti 

dal TNF-α: 

� pro-infiammatorio 

� apoptotico 

Con l’uso di una forma mutata del dominio citoplasmatico del recettore TNF-R1 (TNF-R55) 

si è dimostrato che ci sono porzioni del dominio specifiche che promuovono l’attivazione 

distinta delle diverse forme di sfingomielinasi (Fig. 11). La regione del dominio costituita 

dalla sequenza aminoacidica dalla posizione 310 alla 318 è necessaria e sufficiente per 

l’attivazione della forma enzimatica neutra (Adam et al., 1996). Questa regione è stata 

chiamata NSD: “N-SMase-activation-domain”. Successivamente, si è dimostrato che è una 

nuova proteina “WD-repeat”, chiamata FAN, a mediare l’attivazione indotta dalla regione 

NSD dell’enzima. Gli eventi della trasduzione del segnale indotti dall’attivazione 

enzimatica, tuttavia, rimangono ancora da delucidare (Adam-Klages et al., 1996). 

L’attivazione della sfingomielinasi acida è indotta invece da una regione carbossi- 

terminale contenente un dominio denominato “Death Domain” (DD), in grado di legare una 

proteina adattatrice di nome TRADD. Questa proteina, dopo il legame con il dominio 

specifico, recluta altre tre proteine: TRAF2, FADD, RIP (Wallach, 1997). TRAF2 media 

normalmente l’attivazione della proteina chinasi N-terminale c-Jun (JNK) (Yeh et al., 

1997). RIP è coinvolto nella via di attivazione di NF-kB (Kelliher et al., 1998). FADD induce 

il fenomeno apoptotico intracellulare attraverso l’attivazione di caspasi 8 (Hsu et al., 1996). 

Di tali proteine quelle realmente coinvolte nell’attivazione dell’enzima sono solo due: 
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TRADD e FADD che promuovono attivazione senza indurre aumento dei livelli basali 

dell’enzima. Come, però, questa via di attivazione riesca a passare la membrana 

endosomica non è stato ancora ben chiarito (Krönke M., 1999).  

 

 

                       
  
Fig. 11. Regolazione dell’attività enzimatica delle  sfingomielinasi mediata dalla stimolazione del rec ettore TNF-R55. 

 

• Inibizione enzimatica 

 

          Un importante modulatore negativo degli enzimi N-SMase è il glutatione (GSH). Il 

glutatione è un tripeptide: L-γ-Glutamil-L-Cisteinil-Glicina. E’ la più piccola ed abbondante 

molecola non proteica dotata di gruppi tiolici presente nelle cellule di animali. Svolge un 

ruolo critico nella difesa cellulare verso vari stress di natura ossidativa neutralizzando la 
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90-100% dell’inibizione enzimatica. L’attività dell’enzima N-SMasi si recupera pienamente 

dopo l’eliminazione di glutatione; ciò dimostra che è un’inibizione di tipo reversibile. Da 

studi più approfonditi si è potuto determinare che la struttura fondamentale per l’inibizione 

è il complesso γ-Glutamil-Cisteina e che il glutatione potrebbe agire come un modulatore 

allosterico specifico per la forma enzimatica neutra. La modulazione dell’enzima provoca 

inibizione della sintesi di ceramide promovendo alterazioni a livello di fenomeni quali: 
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� Morte cellulare apoptotico; 

� Differenziamento; 

� Arresto del ciclo cellulare; 

� Defosforilazione del retinoblastoma; 

� Attivazione di una classe di fosfatasi e chinasi; 

� Inibizione della protein chinasi C, della fosfolipasi D e senescenza cellulare. 

Esperimenti condotti ponendo a confronto l’azione inibente del glutatione con quella della 

sua forma ossidata, GSSG, hanno evidenziato che quest’ultimo è circa tre volte più 

efficace del glutatione stesso. In vivo, tuttavia, il rapporto GSH/GSSG è generalmente 

considerato in un range di 100-500 per cui in cellule in condizioni normali la sfingomielinasi 

neutra è preferenzialmente inibita dal GSH, piuttosto che dalla forma ossidata. Nelle 

cellule con deplezione di glutatione si osserva più facilmente apoptosi in rapporto ad 

agenti inducenti la morte cellulare. Si può verificare una carenza di glutatione in presenza 

di: 

 Agenti alchilanti; 

 TNF-α e FAS; 

 Cellule trattate con perossido di idrogeno o inibitori della sintesi proteica; 

 Cellule leucemiche HL-60; 

 Cellule epiteliali polmonari esposte ad elevati livelli di ossigeno (Liu et al., 1997). 

 

 

 
Fig. 12. Fattori che regolano l’attività di GSH nel la sintesi di ceramide. 
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Catabolismo 

 

La ceramide è una molecola soggetta a numerosi destini metabolici indotti da classi di 

enzimi differenti (Fig.13). 

 

� Sfingomielina sintetasi 

        La sfingomielina sintetasi catalizza il trasferimento del gruppo fosforilcolina dalla 

fosfatidilcolina alla ceramide promovendo la formazione di sfingomielina e di diacilglicerolo 

(DAG) (Ullman et al., 1974). L’attività di questo enzima è stata rilevata nel reticolo 

endoplasmico, nell’apparato di Golgi e nella membrana plasmatica. Negli epatociti, 

l’enzima è localizzato soprattutto nella parte cis e mediale del Golgi (Futerman et al., 

1998) a livello della superficie luminale (Jeckel et al., 1992). L’enzima possiede l’unica 

caratteristica peculiare di regolare simultaneamente i livelli dei messaggeri lipidici 

ceramide e DAG, sebbene in maniera inversa. 

 

� Ceramide chinasi 

Ci sono diversi riferimenti che suggeriscono la presenza della ceramide-1-fosfato. 

Questa molecola sembra essere il risultato della fosforilazione della ceramide da parte 

dell’enzima ceramide chinasi. Una forma di enzima Ca2+-dipendente è stato riportata 

essere presente nelle frazioni mitocondriali ottenute da cellule HL-60 e si ritiene che nelle 

vescicole sinaptiche possa regolare il rilascio di neurotrasmettitore (Kolesnick et al., 1990). 

 

� Glucosilceramide sintetasi (GCS) 

 Il primo passaggio nelle sintesi dei glicosfingolipidi è catalizzato dalla 

glucosilceramide sintetasi che usa ceramide e UDP-glucosio come substrati ed è 

localizzata sulla superficie citosolica del Golgi (Jeckel et al., 1992). Le diverse classi di 

glicosfingolipidi, sintetizzati a partire da glucosilceramide, sono presumibilmente coinvolte 

nella formazione di metastasi tumorali (Inokuchi et al., 1990) e nell’apoptosi (De Maria et 

al., 1997). L’inibizione dell’attività di GCS in vivo è stata quindi valutata come un possibile 

trattamento di diverse patologie indotte da immagazzinamento di sfingolipidi (SLSD) e di 

alcuni tipi di tumori. 

� Ceramidasi 

La ceramidasi cliva la ceramide a livello del legame ammidico dando origine ad una 

molecola di sfingosina e ad un acido grasso libero. Una forma dell’enzima con attività 
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ottimale a pH acido è localizzata nei lisosomi e la sua carenza comporta l’insorgere della 

patologia di Farber (Sugita et al., 1972). Una forma alcalina dell’enzima è stata identificata 

mediante l’impiego di un analogo della ceramide, il D-eritro-2-(N-miristoilamino)-1-fenil-1-

propanolo (d-MAPP) (Bielaswka et al., 1996). Cellule HL-60 trattate con tale inibitore 

hanno rilevato un incremento dei livelli endogeni di ceramide con una conseguente 

soppressione della crescita ed arresto del ciclo cellulare. La sfingosina prodotta dall’azione 

della ceramidasi è più comunemente metabolizzata nelle cellule dalla sfingosina chinasi a 

sfingosina-1-fosfato, un potente mitogeno. La sfingosina-1-fosfato può revertire gli effetti 

apoptotici della ceramide e si è pensato che la sua azione si svolga prima dell’attivazione 

caspasica. Questo ha fatto ritenere che il rapporto tra la sfingosina-1-fosfato e la ceramide 

sia un fattore critico nel determinare il destino cellulare (Cuvillier et al., 1996). La 

ceramidasi, così come la sfingomielina sintetasi, ha l’unica peculiare caratteristica di 

catabolizzare un messaggero lipidico per produrne un altro con funzione opposta. 

Entrambi gli enzimi, pertanto, rappresentano interessanti siti per interventi terapeutici per 

contrastare patologie indotte da accumuli di sostanze lipidiche con funzioni biologiche 

opposte (Cuvillier et al., 1996; Obeid et al., 1993; Jarvis et al., 1994). 
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Fig. 16. Schema dei processi metabolici della ceram ide. 
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Ciclo della sfingomielina  

 

Il ciclo della sfingomielina porta alla formazione di sostanze quali ceramide, ceramide 

1-fosfato, sfingosina e sfingosina 1-fosfato; si pensa che i livelli quantitativi di tali metaboliti 

nella cellula, determinino un equilibrio dinamico tra l’apoptosi e la crescita cellulare. 

Il primo enzima coinvolto nel catabolismo di tali lipidi, come visto, è la sfingomielinasi; 

tale enzima può essere attivato da diversi fattori tra cui Fas, TNF-α, agenti chemioterapici 

o deprivazione di siero. Studi condotti sulla funzione svolta dal recettore TNF-α hanno 

suggerito un modello teorico che cerca di chiarire come sfingomielinasi differenti possano 

agire tramite la sintesi di ceramide in varie vie intracellulari (Wiegman et al., 1994). Tali 

studi hanno dimostrato come sia la ceramide alla base di entrambi i segnali intracellulari 

indotti dal TNF-α: pro-infiammatorio e apoptotico. Con l’uso di una forma mutata del 

dominio citoplasmatico del recettore TNF-R1 (TNF-R55) si è dimostrato che ci sono 

porzioni specifiche del dominio che promuovono l’attivazione distinta delle diverse forme di 

sfingomielinasi. In particolare la regione del dominio costituita dalla sequenza 

amminoacidica dalla posizione 310 alla 318 è necessaria e sufficiente per l’attivazione 

della forma enzimatica neutra. Tale regione è stata chiamata NSD: “N-Smase-activation-

domain”. L’attivazione della sfingomielinasi acida è indotta invece da una regione 

carbossi-terminale contenente un dominio denominato “Death Domain” in grado di legare 

una proteina adattatrice di nome TRADD. Questa proteina , dopo il legame con il dominio 

specifico, recluta altre tre proteine: TRAF2, FADD, RIP. In particolare FADD induce il 

fenomeno apoptotico intracellulare attraverso l’attivazione di caspasi 8 (Hsu et al., 1996). 

Le sfingomielinasi sono, inoltre, regolate negativamente dai livelli di glutatione (GSH). Il 

glutatione è un tripeptide ed è la più piccola ed abbondante molecola non proteica dotata 

di gruppi tiolici presente nelle cellule di animali. Svolge un ruolo critico nella difesa 

cellulare verso vari stress, neutralizzando la formazione di radicali liberi ed elementi 

citotossici quali agenti alchilanti. 

L’attività dell’enzima N-Smase viene ripristinata pienamente dopo l’eliminazione del 

glutatione ad indicare che è un inibizione di tipo reversibile. Da studi più approfonditi si è 

potuto determinare che la struttura fondamentale per l’inibizione è il complesso γ-Glutamil-

Cisteina e che il glutatione potrebbe agire come un modulatore allosterico specifico per la 

forma enzimatica neutra. La modulazione dell’enzima provoca inibizione della sintesi di 
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ceramide promuovendo alterazioni a livello di fenomeni quali la morte apoptotica e il 

differenziamento. 

La sfingosina è un inibitore endogeno della protein chinasi c ed è in grado di regolare 

una varietà di enzimi coinvolti nella trasmissione del segnale cellulare. E’ responsabile 

della mobilizzazione del Ca2+ a livello intracellulare e dell’apertura di specifici canali Ca2+-

dipendenti. La sfingosina influenza la sintesi di DNA e interagisce con il DNA stesso a 

livello del binding-site istonico, nonché tramite alcuni fattori di trascrizione.  

Lo studio di questi secondi messaggeri è stato recentemente ampliato data 

l’importanza che gli sfingolipidi di membrana ricoprono nei domini di membrana a più alta 

densità recettoriale. Si è, infatti, osservato che i componenti lipidici di membrana in 

vicinanza del recettore per il TNF e Fas-L, hanno un ruolo fondamentale nella 

trasmissione del segnale apoptotico dalla membrana cellulare al nucleo. I fosfolipidi sono 

una fonte di secondi messaggeri coinvolti nella regolazione degli enzimi apoptotici, come 

la protein chinasi c, le fosfatasi e le proteasi. Questi enzimi lipolitici vengono 

immediatamente reclutati in seguito a stimolazione con TNF-α e Fas-L, tuttavia, solo i 

metaboliti del ciclo della sfingomielina (ceramide e sfingosina), manifestano una 

pronunciata attività pro-apoptotica a differenza dei prodotti dell’idrolisi enzimatica di altri 

fosfolipidi, che si dimostrano non citotossici. 

Nonostante l’evidenza del possibile coinvolgimento della ceramide nel processo 

apoptotico, resta ancora poco chiaro il suo ruolo di mediatore di morte. Si pensava 

inizialmente che fosse riconducibile all’accumulo di ceramide nella cellula, ovvero che 

l’attivazione del ciclo della sfingomielina fosse pro apoptotico in questo senso. Studi 

recenti hanno invece evidenziato come non sia il solo accumulo di ceramide a promuovere 

l’apoptosi ma anche l’accumulo di sfingosina: nel topo, ad esempio, la singola 

somministrazione di TNF-α si traduce in un accumulo di ceramide e sfingosina a livello 

epatico, che precede il processo di morte cellulare (Alessenko, 1998). 

In aggiunta alla protein chinasi c, l’attivazione dell’apoptosi da parte della sfingosina, 

sembra dipendere significativamente dalla defosforilazione del gene Rb (retinoblastoma). 

In dettagli la defosforilazione di questa proteina rappresenta un forte segnale di blocco 

proliferativo (G1/S), che in alcuni casi precede la morte apoptotica (Alessenko, 1997). 

Un ruolo altresì importante è ricoperto dalla fosforilazione della sfingosina a dare 

sfingosina 1-fosfato (SPP) ad opera della sfingosina fosfato chinasi (SPHK). SPP è un 

secondo messaggero di natura lipidica avente duplice funzione: a livello intracellulare 
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regola la proliferazione e la sopravvivenza cellulare, a livello extracellulare è il ligando per 

il recettore Edg-1 (endothelial-derived receptor-1) accoppiato alla proteina G. La SPP si 

forma nella cellula in risposta a stimoli diversi tra i quali i fattori di crescita, le citochine e i 

complessi antigene-anticorpo; all’interno della cellula è responsabile di diverse funzioni 

biologiche che coinvolgono il destino della cellula, dal differenziamento alla mitosi. La 

conversione della sfingosina a sfingosina-1-fosfato indirizza la cellula verso uno stato 

proliferativo, nonostante il precursore a monte sia la ceramide che è invece pro-

apoptotico. L’equilibrio tra la concentrazione intracellulare di ceramide e quella della SPP 

determina comportamenti oppostii della cellula: ceramide è responsabile di morte cellulare 

mentre SPP promuove la sopravvivenza cellulare (Fig. 17) 

 

 

Fig. 17: Relazione tra ceramide e SPP . 

 

 

Recentemente è stato dimostrato come il programma di morte attivato da ceramide 

venga meno in seguito ad un aumento della concentrazione di sfingosina-1-fosfato; questa 

teoria è avvalorata anche da studi che hanno dimostrato come diversi stimoli vadano ad 

alterare il rapporto ceramide/SPP. Ad esempio, le citochine come TNF-α e IL-1β attivano 

le sfingomielinasi ma non le ceramidasi, favorendo così un aumento della concentrazione 

di ceramide intracellulare. In contrasto, la stimolazione con agonisti di sfingosina chinasi 

protegge da apoptosi andando ad aumentare la reazione di sintesi della sfingosina a SPP. 

Alti livelli di SPP sono responsabili della risposta proliferativa della cellula in quanto 

promuovono il passaggio dalla fase G1 alla fase S del ciclo cellulare, dato confermato dalla 



                                                            - 40 - 
 

localizzazione di SPP, ugualmente espressa sia a livello di membrana sia a livello 

nucleare (Olivera et al., 1999). 

Diversamente, ceramide e sfingosina si trovano principalmente localizzate a livello di 

membrana. 

La potenziale azione intracellulare della SPP sarebbe quella di antagonizzare 

l’apoptosi, è stata recentemente affiancata all’interazione tra la sfingosina-1-fosfato e i 

recettori EDG-5, EDG-3, EDG-1 accoppiati a proteine G. 

Si pensa infatti che questo legame possa in qualche modo potenziare l’azione 

intrinseca della sfingosina-1-fosfato; a questo proposito si è osservato come la deidro-SPP 

pur legandosi allo stesso recettore non abbia azione protettiva nei confronti della cellula, 

altresì, la SPP fosfonata e non idrolizzabile mima gli effetti della SPP sulla proliferazione e 

sopravvivenza cellulare ma non ha affinità per i recettori EDG (Olivera et Spiegel, 2001). 

L’enzima che catalizza la trasformazione della sfingosina in sfingosina-1-fosfato è 

SPHK che va a fosforilare specificamente la D-eritro-sfingosina ma non la ceramide. E’ 

quindi facilmente intuibile che l’attività della sfingosina-1-fosfato sia dettata dai livelli di 

questo enzima. La SPHK è espressa ubiquitariamente nell’organismo, con qualche 

differenza tra il bambino e l’adulto.  

E’ stata recentemente dimostrata l’esistenza di due isoforme dell’enzima, una a livello 

di membrana e una citoplasmatica (Stoffel et al., 1973); studi di immunocitochimica hanno 

tuttavia determinato che la SPHK ha una distribuzione citosolica molto diffusa il che fa 

supporre che l’attività dell’enzima sia predominante a questo livello. Si è osservato come, 

somministrando SPHK esogena, non solo aumenti il livello di SPP intracellulare, ma 

conseguentemente la porzione di cellule nella fase S del ciclo cellulare. Per meglio chiarire 

la possibilità che la famiglia dei recettori EDG per la SPP sia coinvolta nella risposta 

proliferativa indotta dalla somministrazione di SPHK, sono stati trattati alcuni fibroblasti 

con la tossina della pertosse, in quanto questi recettori sono sensibili a tale stimolo (Lee et 

al., 1998). In contrasto con molti responsi biologici, incluso l’effetto mitogo della 

somministrazione di SPP, abitualmente inibita dalla tossina della pertosse (Goodemote et 

al.,1995), non si è manifestata cessazione dell’aumento della sintesi di DNA  indotta 

dall’espressione di sfingosina chinasi, suggerendo che tale enzima funzioni 

indipendentemente dalle proteine G (Olivera et al., 1999). 
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Diversi stimoli possono attivare la sfingosina chinasi favorendo quindi l’aumento 

intracellulare di SPP. Sicuramente un ruolo predominante è ricoperto da fattori quali 

PDGF, EGF, TNF-α, acetilcolina e altri agonisti recettororiali accoppiati a proteine G. 

Il meccanismo tramite cui si ha attivazione di tale enzima da parte di stimoli diversi, 

resta tuttavia poco chiaro; in certi tipi cellulari si è visto come un aumento della 

concentrazione intracellulare di cAMP o l’attivazione della proteina chinasi C, possa 

essere coinvolto nell’attivazione di tale enzima. Si è dimostrato come la stimolazione 

dell’enzima indotta da FcγRI sia mediata da attivazioni a cascata di tirosine chinasi e 

fosfolipasi D. A tale proposito, studi condotti sulla stimolazione di sfingosina chinasi da 

parte PDGF utilizzando recettori wild-type o mutant PDGFγ, hanno stabilito come la 

fosforilazione di particolari residui tirosinici sia responsabile dei livelli di SPHK; i recettori 

utilizzati in tale esperimento vengono trattati in due modi diversi: o privati di specifici 

residui tirosinici di cui si conosce il pathway, o ingegnerizzati in modo da accoppiarsi a 

valle del segnale a particolari molecole come la fosfolipasi C-γ, il fosfatidilinositolo 3-

chinasi, RasGAP, o le tirosine fosfatasi come SHP-2. La fosforilazione del residuo 

tirosinico del recettore responsabile del legame con PLC-γ (tirosina-1021), è necessaria e 

sufficiente per indurre l’attivazione di sfingosina chinasi ad opera di PDGF.  

Negli stessi studi si è potuto constatare come l’attivazione di SPHK dipenda da una 

proteina chinasi C responsabile dell’immobilizzazione del Ca2+  intracellulare; si è notato 

infatti, attraverso studi cromatografici, come estratti di sfingosina chinasi di ratto fossero 

altamente affini a resine contenenti calmodulina in presenza di ione Ca2+, suggerendo che 

la sfingosina chinasi potrebbe essere modulata dal complesso Ca2+-calmodulina (Olivera, 

Spiegel 2001). 

La consapevolezza che la concentrazione intracellulare di SPP sia dettata 

principalmente dall’azione della sfingosina chinasi, ha favorito negli ultimi anni la ricerca di 

molecole in grado di inibire selettivamente l’enzima. Studi recenti hanno dimostrato come 

la somministrazione a cellule di carcinoma di Lewis di N-acetil sfingosina (C2-ceramide) 

prima del trattamento con radiazioni-γ, porti ad un acumulo significativo nella cellula della 

ceramide. Tale accumulo può esere mantenuto dopo l’irradiazione grazie alla 

somministrazione di N,N-dimetilsfingosina (DMS), un inibitore competitivo della sfingosina 

chinasi; in questo modo l’inibizione dell’enzima diminuisce drasticamente i livelli di SPP 

portando la cellula verso la morte apoptotica causata dall’accumulo di ceramide (Park et 

al., 2004) (Fig. 18). 
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Fig. 18: Catabolismo di ceramide e metaboliti coinv olti 

 

Oltre alla sfingosina e alla sfingosina chinasi il metabolismo della ceramide porta 

all’attivazione di un altro metabolita, la ceramide1-fosfato (C-1-P) ad opera della ceramide 

chinasi (CERK). La ceramide1-fosfato è un metabolita di natura sfingolipidica largamente 

espresso a livello di membrana. Può essere formata da diversi stimoli: a livello dei 

neutrofili, in seguito alla somministrazione di C6-ceramide, oppure dalla sfingosina 

prodotta dal catabolismo dei gangliosidi, in cellule di carcinoma del polmone dopo 

somministrazione con interleuchina 1-β (Pettus et al., 2003). 

Recentemente si è cercato di capire se C-1-P avesse un ruolo nella morte cellulare; 

si è dimostrato come blocchi il processo apoptotico a livello del midollo spinale in 

macrofagi incubati in assenza dei fattori per la stimolazione dei macrofagi stessi, 

condizione che è per eccellenza pro-apoptotica (Gomez Munoz et al., 2004). Infatti la C-1-

P blocca sia la frammentazione del DNA, sia la cascata di eventi mediata dalle caspasi, 

suggerendo che la sua azione proliferativa sia legata all’inibizione apoptotica; a questo 

proposito, un’osservazione chiave è stata che C-1-P bloccasse completamente le SMase 
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in macrofagi intatti prevenendo l’accululo di ceramide e promovendo la sopravvivenza 

cellulare (Gomez Muňoz et al., 2004). Tali osservazioni supportano la teoria che l’azione di 

C-1-P non sia mediata da alcuna interazione con recettori. Inoltre l’apoptosi è associata ad 

un sostanziale decremento dei livelli di C-1-P, associata al contemporaneo aumento di 

attività della SMase acida. Questo risulterebbe rilevante in quanto la C-1-P potrebbe 

rappresentare un inibitore fisiologico della sfingomielinasi acida, mantenendone i livelli di 

attivazione al di sotto di quelli basali. 

Alcuni studi hanno dimostrato come a livello delle vescicole sinaptiche si abbia 

rilascio di C-1-P mediato da meccanismi calcio-dipendenti (Bajjalieh et al., 1989). Ciò 

suggerisce che la generazione di ceramide 1-fosfato possa giocare un ruolo fondamentale 

nella regolazione del rilascio di alcuni neurotrasmettitori in quanto andrebbe ad aumentare 

la sensibilità e le interazioni membrana-membrana. 

La ceramide 1-fosfato è stata anche oggetto di studio in quanto si è dimostrato avere 

effetti mitogeni; infatti l’aggiunta di C-1-P esogena ed endogena a fibroblasti promuove la 

sintesi di DNA (Gomez Muňoz et al., 1995, Gomez Muňoz et al ., 1997). Oltre a 

partecipare a processi mitogeni e alla divisione cellulare, si è visto come tale molecola 

partecipi nel processo infiammatorio; la C-1-P ha dimostrato essere un induttore specifico 

e altrettanto potente dell’acido arachidonico (AA), mediatore cardine nel processo 

infiammatorio (Pettus et al., 2003). Nonostante sia una molecola dalle molteplici attività, 

non si conosce altrettanto bene l’attività dell’enzima responsabile della sua sintesi ovvero 

della ceramide chinasi (CERK). 

Questo enzima agisce più efficacemente a pH neutro, compreso tra 6 e 8, con un 

comportamento ottimale a pH 6.5 e con un crollo drastico di azione a pH più acidi. Tale 

dipendenza dal pH è stata oggetto di studio su linee cellulari come le HL-60, mettendo in 

evidenza una certa similitudine tra tali cellule e l’attivita ceramide-fosforilativa dei leucociti 

(Kolesnick et al., 1990, Hinkovska et al., 1998). Si è notato come sia nel cervello, sia a 

livello leucocitario, l’attività della ceramide chinasi sia calcio-dipendente (Bajjalieh et al 

1989, Hinkovska et al., 1998). 

Analisi di Northern Blotting hanno stabilito come l’espressione a livello dell’mRNA di 

CERK sia predominante nel cervello, a livello cardiaco e del muscolo scheletrico ed 

epatico. 

Alcuni ricercatori hanno dimostrato come non solo questo enzima possa attivare la C-

1-P con meccanismi ATP-dipendenti, ma analisi filogenetiche hanno stabilito come CERK 
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appartenga ad una classe nuova di chinasi lipidiche che è fortemente diversa dalla 

sfingosina chinasi e dal diacilglicerolo chinasi (Sugiura et al., 2002). Infatti, studi condotti 

su celllule della linea HL-60 hanno dimostrato come l’attività di CERK sia funzionalmente 

diversa da quella del diacilglicerolo chinasi (Kolesnick et al., 1990); in queste cellule tutta 

la ceramide 1-fosfato presente deriva dal metabolismo della sfingomielina e non da quello 

degli glicosfingolipidi (Dressler et al., 1990). 
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Analoghi strutturali  

 

Nonostante il ruolo della ceramide come componente delle membrane cellulari e come 

secondo messaggero sia stato oggetto di studio negli ultimi anni, non si conosce molto 

circa le interazioni chimiche alla base della sua attività. Studi recenti hanno evidenziato 

come alcuni sostituenti siano necessari per le sue funzioni come gli atomi di carbonio dalla 

posizione 1 alla 5 appartenenti al residuo di sfingosina, i due gruppi ossidrilici in posizione 

1 e 3, il gruppo amminico di legame tra le due subunità strutturali e la stereochimica del 

doppio legame in posizione 4-5 di tipo trans. E’ noto come variazioni nella struttura 

possano portare ad un crollo dell’attività o ad un aumento della tossicità della molecola 

come ad esempio l’idrogenazione del doppio legame. 

Per meglio valutare l’attività di ceramide sono stati sintetizzati presso il Laboratorio di 

Chimica Organica dell’università di Zurigo dallo staff del Prof. Vasella, degli analoghi 

strutturali che hanno permesso di valutare le relazioni struttura-attività della molecola. In 

particolare: l’oxaceramide che presenta un ossigeno a ponte sulla catena tra gli atomi di 

carbonio 6 e 7, l’oxasfinfosina con un atomo di ossigeno a ponte tra gli atomi di carbonio 6 

e 7 della sfingosina, la tio-ceramide con un atomo di zolfo al posto dell’ossigeno amidico 

ed un ossigeno a ponte sulla catena, l’N-metil ceramide con un raggruppamento metilico 

legato all’azoto amidico ed un atomo di ossigeno a ponte sulla catena (Fig. 19). 
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                Fig.19 Analoghi strutturali  utiliz zati in questo lavoro. 

 

Con queste molecole abbiamo condotto esperimenti in parallelo per meglio valutare la 

differenza di attività con ceramide e sfingosina, al fine di capire se si poteva potenziarne o 

annullarne l’azione con delle semplici alterazioni della struttura. I ricercatori che hanno 

strutturato gli analoghi hanno cercato di non variare le caratteristiche di ceramide in termini 

di polarità e pH, apportando semplicemente delle sostituzioni in grado di determinare se 

l’attività dipendesse prettamente dalla natura del sostituente o meno. Tutti gli analoghi 

sintetizzati presentano sulla catena alchilica un atomo di ossigeno a ponte tra tra gli atomi 

di carbonio 6 e 7 andando a conferire rigidità alla struttura; in questo modo potremmo 

valutare in termini di ingombro sterico l’interazione tra l’analogo e il substrato. Si pensa 
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infatti che ceramide vada ad alloggiarsi in particolari tasche proteiche e che quindi la 

catena alchilica sia in grado di muoversi per meglio accomodarsi in tali siti. Se così fosse, 

l’irrigidimento della struttura dovrebbe avere conseguenze sull’attività di ceramide. Questa 

ipotesi è verificabile con l’uso di oxaceramide e oxasfingosina che presentano come unica 

modificazione della struttura l’ossigeno a ponte sulla catena. 

Come detto in precedenza, la ceramide è un residuo di sfingosina a cui è legato un 

acido grasso tramite N-acetilazione; ci siamo proposti di valutare l’importanza di questo 

legame andandolo a metilare (N-metil ceramide). Questa modificazione nasce dalla 

consapevolezza che l’ossidrile sull’atomo di carbonio 1 (in alfa all’azoto) è passibile di 

fosforilazioni atte a silenziare l’attività di ceramide, quindi la presenza del metile potrebbe, 

a nostro avviso, interagire allostericamente con il sito di fosforilazione rendendo tale 

reazione inefficace. 

Per quanto riguarda la tio-ceramide è stata fatta un’altra ipotesi: sappiamo che 

l’attività di ceramide è legata agli atomi di carbonio tra l’uno e il cinque, tuttavia ci siamo 

chiesti se e come potesse cambiare l’attività della molecola andando a sostituire 

l’ossigeno con un atomo di zolfo. Tale modificazione conferisce un cambiamento alla 

molecola in termini di reattività: lo zolfo è molto meno elettronegativo dell’ossigeno, questo 

significa che non è un buon accettore di legami a idrogeno , questa caratteristica potrebbe 

quindi rivelarsi significativa e indirizzare l’attività della molecola verso altri target biologici. 
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I segnali di calcio  

 

Il Ca2+ è uno tra i più importanti regolatori di numerosi processi cellulari tra i quali la 

fertilizzazione, la proliferazione, lo sviluppo , l’apoptosi e l’attivazione di fattori di 

trascrizione sia a livello citoplasmatico che nucleare (Carafoli, 1999; Clapman, 1995). 

L’efficienza di questo secondo messaggero come trasduttore di informazioni è regolata da 

una accurata compartimentalizzazione spazio/temporale del Ca2+ stesso a livello cellulare 

(Berridge, 1997; Berridge and Dupont, 1994; Carafoli, 1999; Clapman 1995). 

Il Ca2+ ha una concentrazione elevata (µM) sia all’esterno, sia all’ interno di alcuni organuli 

cellulari come il reticolo sarcoendoplasmatico (ER/SR), che funge da vero e proprio 

deposito di riserva per questo ione (Pozzan et al., 1994). Al contrario la sua 

concentrazione a livello del citoplasma è bassa (nM). La velocità con la quale i livelli 

citoplasmatici di Ca2+ possono essere innalzati in risposta ad appropriati segnali cellulari, 

fa in modo che questo ione sia universalmente usato come un efficiente secondo 

messaggero. 

Mentre il rilascio citoplasmatico di Ca2+ è un processo che utilizza gradienti favorevoli, 

l’estrusione del Ca2+ dal citosol comporta l’impiego di una fonte di energia (Carafoli, 1999). 

Le pompe responsabili dell’omeostasi del Ca2+ sono principalmente le ATPasi del reticolo 

sarcoendoplasmatico (SERCA) che accumula ioni Ca2+ all’interno del ER/SR e la ATPasi 

della membrana plasmatici (PMCA) la quale invece trasporta ioni Ca2+ attraverso la 

membrana plasmatica. Tuttavia giocano un importante ruolo nel controllo dei livelli 

fisiologici di questo ione, anche scambiatori di Ca2+ quali la pompa Na+/Ca2+ e proteine 

capaci di legare Ca2+ ad esempio la calmodulina (Celio, 1996). 

E’ ormai ben noto in letteratura che le caratteristiche spazio-temporali di rilascio del calcio 

insieme con l’amplitudine e la durata di tale rilascio, sono in grado di attivare specifici 

meccanismi, i quali andranno a loro volta ad attivare selettivamente specifici bersagli. 

Questi equilibri sono finemente regolati da una serie di eventi che iniziano, propagano e 

terminano i segnali di calcio. Il controllo spaziale è ottenuto mediante l’attivazione di 

meccanismi localizzati in ben determinate aree cellulari e mediante l’impiego di depositi 

intracellulari di calcio presenti in prossimità della zona bersaglio. 

Numerosi esempi possono essere fatti per spiegare tale concetto: le cellule acidari 

pancreatiche sono cellule polarizzate con un dominio apicale ed uno basolaterale. Un 

aumento della concentrazione di calcio in prossimità della zona apicale, stimola la fusione 
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dei granuli secretori con la membrana plasmatici, dando il via al processo di esocitosi 

(Petersen et al. 1999). 

Un altro modello cellulare nel quale segnali localizzati di calcio svolgono un ruolo 

determinante sono le cellule muscolari lisce. Il Ca2+ può attivare la contrazione del 

muscolo liscio, ma può anche inibirla mediante una iperpolarizzazione del sarcolemma 

(Jaggar and Nelson, 2000). La differenza degli effetti esercitati dal Ca2+ nel muscolo liscio 

sono essenzialmente determinati dalle proprietà spaziali di tali segnali: risposte globali 

inducono vasocostrizione attraverso l’attivazione di enzimi Ca2+/calmodulina dipendenti, 

mentre aumenti di Ca2+ subsarcolemmali localizzati promuovono vasorilassamento 

mediante l’attivazione di canali ionici della membrana plasmatici (Nelson et al., 1995). 

Sebbene innalzamenti nella concentrazione di calcio siano necessari affinché tale ione 

possa funzionare come messaggero, elevate concentrazioni intracellulari di Ca2+ troppo 

prolungate nel tempo possono essere letali. Le cellule impiegano segnali di Ca2+ a bassa 

amplitudine o più spesso, i segnali vengono rilasciati come brevi transienti. Questo 

principio è applicato sia ai segnali localizzati che a quelli globali. Transienti singoli sono 

usati per attivare un certo tipo di processi cellulari, quali ad esempio la secrezione o la 

contrazione muscolare. Tuttavia per fenomeni che hanno una durata più prolungata nel 

tempo, ad esempio la fertilizzazione o la divisione cellulare, le cellule usano segnali 

periodicamente ripetuti, noti come oscillazioni. Informazioni diverse possono anche essere 

codificate in base all’amplitudine dei segnali di Ca2+. E’ infatti stato dimostrato che le 

cellule sono in grado di interpretare modesti cambiamenti nei livelli di Ca2+. Ad esempio, 

differenti geni possono essere attivati dalla variazione dell’amplitudine dei segnali di Ca2+ 

(Dolmetsch et al., 1997). 

Come precedentemente accennato, le fonti di Ca2+ usate dalla cellula possono essere sia 

intra che extra cellulari. I sistemi che regolano il rilascio di Ca2+ dalla membrana plasmatici 

sono numerosi e vengono regolati da molteplici meccanismi. Infatti la membrana 

plasmatici della maggior parte delle cellule animali ha almeno un tipo di sistema che 

facilità l’influsso di Ca2+ dall’esterno al compartimento citoplasmatico e diversi tipi di 

trasportatori che muovono il Ca2+ dal citoplasma allo spazio extracellulare. 

 

 

 

 

 



                                                            - 50 - 
 

I canali della membrana plasmatica 

 

L’influsso di calcio all’interno della cellula può essere schematizzato in due processi 

generali. 

Ci sono influssi di calcio indipendenti dagli stimoli esterni, e influssi che vengono invece 

attivati da segnali esterni. L’influsso di calcio in risposta a stimoli extracellulari è facilitato 

da numerosi canali del calcio, quali ad esempio i canali voltaggio dipendenti (VOCCs), i 

sistemi attivati da recettore (RACCs), i SOCs (store-operated channels) e gli SMOC 

(second-messenger operated Ca2+ channel). 

I VOCCs sono canali presenti in quasi tutti i tipi cellulari elettricamente eccitabili e una 

volta aperti, rimangono in tale stato per un breve periodo di tempo (nell’ordine dei 

microsecondi) prima di richiudersi come risultato di un meccanismo di inattivazione. I 

VOCCs sono stati classificati in sei tipi (T, L, N, P, Q, R) in base alle loro caratteristiche 

biofisiche e alla loro sensibilità ad alcune sostanze e tossine (Birnbaumer et al., 1994). 

Tutti questi canali con l’eccezione dei canali di tipo T richiedono una ampia 

depolarizzazione per essere aperti (> -30 mV) e pertanto vengono classificati come “canali 

attivati da alto voltaggio” (HVA); i canali di tipo T, attivati da voltaggi > -60 mV, vengono 

definiti come “canali attivati da basso voltaggio (LVA). Studi molecolari hanno mostrato 

che i VOCCs fanno parte di un’unica famiglia di proteine e che sono strutturalmente simili t 

ra loro. La subunità principale è stata comunemente identificata in una proteina “formante 

il canale” α1; al momento sono state identificate dieci varianti di tale proteina e numerose 

varianti di splicing. Questa diversità molecolare tra le subunità a1 si pensa sia alla base 

delle differenze biofisiche e farmacologiche osservate tra i vari tipi di canale. La subunità 

α1 di per sé funzionale, è solitamente associata e modulata dalla subunità β e dalla 

subunità α2-δ che hanno funzioni ausiliarie (Birnbaumer et al., 1998). Le caratteristiche 

principali dei vari tipi di canali sono brevemente schematizzate in figura 20. 
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Figura 20. Le principali caratteristiche dei canali  VOCCs. 

Abbreviazioni: DHPs 1,4 diidropiridine; ωωωω-CTx-GVIA: ωωωω-conotossina isolata dalla lumaca di mare Conus goe graphus; ωωωω-Aga-

IVA: ωωωω-Agatossina isolata dal ragno Agelopnis aperta. 

 

 

Un’altra importante classe di canali della membrana plasmatica sono i RACCs; tali canali 

sono presenti sia in cellule eccitabili che non eccitabili (Putney and Bird, 1993; Berridge, 

1995; Fasolato et al. 1994). Ci sono numerosi sottotipi di RACCs che si differenziano in 

base alla selettività per alcuni cationi, al meccanismo di apertura del canale e alla loro 

funzione fisiologica. La Ca2+ selettività dei RACCs è una caratteristica variabile, tant’è vero 

che ci sono canali che consentono unicamente l’ingresso di Ca2+ all’interno del citosol, e 

canali che invece consentono di attraversare la membrana plasmatici non solo al Ca2+, ma 

anche ad altri cationi, quali ad esempio Na2+, Mn2+, Ba2+, Sr2+ (Hallam and Rink, 1985; 

Kwan and Putney, 1990); questi ultimi canali prendono il nome di “canali per cationi non 

specifici” (LGCCs). L’impiego di alcuni cationi bivalenti bloccanti l’influsso di Ca2+ quali 

Ni2+, Zn2+ e Gd2+ e trivalenti, ha consentito di individuare e classificare i diversi sottotipi di 

RACCs tutt’ora noti. 

Un importante canale nella categoria dei RACCs è il recettore del NMDA, un sottotipo di 

recettore del glutammato che ha una struttura eterooligomerica formante un largo poro 

cationico non selettivo, il quale si apre in conseguenza del legame del legame di 

TTIIPPOO  DDII  CCAANNAALLEE  DDIISSTTRRIIBBUUZZIIOONNEE  TTIISSSSUUTTAALLEE  IINNIIBBIITTOORRII              
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Tipo P Neuroni, rene, cuore ω-Aga-IVA 
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Amiloride, Flunarizine 

Tipo Q Neuroni, rene ω−Aga-IVA 
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Insensibile DHPs 
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glutammato e glicina (Mayer et al., 1992; Mori and Mishina, 1995). I recettori dell’NMDA, 

sono importanti canali ionici post-sinaptici che mediano la trasmissione eccitatoria. 

Affinché questi canali possano aprirsi, il glutammato deve legarsi al recettore e la 

membrana deve andare incontro ad un fenomeno di depolarizzazione in modo che il Mg2+ 

interposto tra le diverse subunità del recettore possa essere rimosso e sia consentito 

l’ingresso di Ca2+ attraverso il canale. Della stessa famiglia è il recettore ionotropico del 

glutammato AMPA anche esso avente struttura eterooligomerica. I recettori AMPA si 

aprono e chiudono rapidamente in risposta al glutammato e una volta aperti, consentono 

l’ingresso di ioni Na+, che portano alla depolarizzazione della membrana. 

La cellula ha sviluppato la capacità di utilizzare canali diversi a seconda delle diverse 

esigenze: infatti, nei casi in cui si rende necessaria una trasmissione rapida di segnali, 

come ad esempio la comunicazione tra i nervi e il muscolo scheletrico, la cellula impiega 

canali quali i VOCCs; per altri fenomeni cellulari, quali ad esempio la secrezione degli 

ormoni, o la risposta proliferativa, dove la rapidità nella trasmissione dei segnali non è una 

condizione così vitale, la cellula utilizza prevalentemente i SOCs (store-operated-

channels)(Berridge, 1995; Putney and Bird, 1993). Questi ultimi sono prevalentemente 

distribuiti nelle cellule non eccitabili tuttavia la loro presenza è stata dimostrata anche in 

cellule eccitabili. Questi sono definiti come canali della membrana plasmatici che si aprono 

in risposta ad una diminuzione della concentrazione di Ca2+ nel ER (Putney and Bird, 

1993). Sebbene non sia stato totalmente compreso il meccanismo attraverso il quale 

questi due eventi sono collegati tra loro (diminuzione della concentrazione di Ca2+ nel ER-

apertura dei SOCs), tuttavia diverse ipotesi sono state recentemente formulate per cercare 

di spiegare tale fenomeno. Due sembrerebbero essere le più accreditate: la prima teoria è 

quella dell’”accoppiamento conformazione”, secondo la quale ci sarebbe un’interazione 

proteina-proteina nella membrana plasmatici, tra il recettore dell’IP3 (inisitolo trifosfato) 

(probabilmente di tipo III) o un’altra proteina del ER e la proteina SOC (Putney, 1997; 

Putney and Bird, 1993). La seconda ipotesi propone invece l’esistenza di un messaggero 

mobile intracellulare rilasciato dal ER, il quale sarebbe capace di legarsi alla proteina 

SOC, provocandone l’apertura (Randriamampita and Tsien, 1993). I messaggeri candidati 

includono il fattore di influsso del calcio (CIF), metabolici del citocromoP-450 e l’acido 

arachidonico generato dalla fosfolipasi A2 (Hoebel et al., 1997). 

Infine per concludere questa piccola carrellata sui vari tipi di canali presenti a livello della 

membrana plasmatica, è iimportante sottolineare che ciascun tipo di canale rilascia 

specifiche quantità di calcio e con modalità caratteristiche. Mentre i VOCCs rilasciano 
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grandi quantità di Ca2+ in prossimità dello spazio subplasmallemmale andando quindi ad 

attivare enzimi target Ca2+-dipendenti, i LGCCs provocano una risposta più ampia in 

quanto consentono l’ingresso sia di ioni Ca2+ che Na+, determinando una depolarizzazione 

della membrana alla quale consegue l’apertura dei VOCCs e quindi un ulteriore influsso di 

Ca2+ (Catterall, 1995; Dunlap et al., 1995). Quale sia l’esatto ruolo dei SOCs non è al 

momento chiaro. Diverse evidenze sembrano suggerire che il ruolo fisiologico dei SOCs 

sia quello di segnalare alla cellula carenza di Ca2+ da utilizzare per ristabilire le normali 

concentrazioni all’interno del ER. 

Dopo questa panoramica riassuntiva sui vari tipi di canali della membrana plasmatici 

impiegati dalla cellula per innalzare la concentrazione citoplasmatica di Ca2+, vale la pena 

chiedersi perché la cellula abbia avuto necessità di sviluppare via di ingresso del calcio 

così molteplici e tra loro differenti. Ovviamente la risposta a questa complicata domanda 

non ha tutt’oggi trovato una risposta unanimamente concorde. Una possibile ipotesi può 

essere che tali vie di ingresso siano necessarie per la generazione di segnali di Ca2+ di 

differente durata, intensità e localizzazione spaziale o, in altre parole, che una varietà così 

grande di vie sia necessaria alla cellula per rilasciare Ca2+ in maniera appropriata in 

risposta ai numerosi stimoli ai quali è normalmente sottoposta. 

 

Pompe e uniporti 

 

Come già accennato ci sono due tipi di trasportatori della membrana plasmatici che 

trasferiscono Ca2+ dall’interno all’esterno della cellula: lo scambiatore Na+/ Ca2+ e il 

sistema attivo di trasporto del Ca2+, l’ATPasi della membrana plasmatici (PMCA); mentre il 

ruolo del primo scambiatore è quello di mantenere i livelli di Ca2+ vicini a quelli basali per 

un periodo di tempo prolungato. In particolare, lo scambiatore Na+/ Ca2+ è il maggiore 

sistema di estrusione di tale ione in cellule caratterizzate da oscillazioni di calcio, come i 

neuroni e i cardiomiociti. Tale scambiatore è infatti in grado di rimuovere rapidamente 

enormi quantità di calcio dal citosol, esportando 1 ione Ca2+ per 3 ioni Na+; recentemente 

è stato dimostrato che questo scambiatore è anche in grado di promuovere l’influsso di 

Ca2+ dalla spazio extracellulare al citosol a secondo del potenziale di membrana e dei 

gradienti di Ca2+ e Na+; le modalità di funzionamento di questo secondo meccanismo non 

sono comunque state ancora del tutto chiarite. 

Un ulteriore meccanismo di controllo dei livelli citoplasmatici del Ca2+ è l’accumulo di tale 

ione in organuli di deposito, il più importante dei quali è il reticolo endoplasmatico (Pozzan 
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et al., 1994). Tale accumulo è mediato dall’azione combinata dalla SERCA, la ATPasi del 

ER/SR e di alcune proteine leganti il calcio del ER/SR quali la calsequestrina e la 

calreticolina (Celio, 1996; Meldolesi, 1996). Tuttavia anche altri organuli quali il 

mitocondrio possono giocare un importante ruolo nel mantenimento dell’omeostasi del 

Ca2+. In particolare quando i livelli citoplasmatici di Ca2+ raggiungono la soglia della 

tossicità, il mitocondrio interviene come ulteriore organo di deposito (Nicholls and 

Akerman, 1982). Il Ca2+ è trasportato dallo spazio citoplasmatico al mitocondrio contro 

gradiente di concentrazione mediante un uniporto del Ca2+ che sfrutta il gradiente 

elettrochimico della membrana mitocondriale interna. Il movimento elettrogenico del Ca2+ 

nella matrice può essere accompagnato dal movimento di HPO4
- attraverso lo scambiatore 

HPO4
-/OH-. Uno scambiatore Ca2+/Na+ o Ca2+/H+ facilità invece il movimento degli ioni 

Ca2+ dalla matrice mitocondriale allo spazio citoplasmatico. 

 

I canali intracellulari del calcio 

 

Il rilascio di calcio dagli organuli intracellulari di deposito, avviene principalmente dal 

reticolo sarcoendoplasmatico ed in misura minore da altri compartimenti cellulari quali 

mitocondrio (Pozzan et al., 1994), apparato di Golgi (Pinton et al., 1998), involucro 

perinucleare (Malviya et al., 1990) e da una serie di vescicole di membrana che includono 

i microsomi (Blondel et al., 1994). 

I due canali di rilascio intracellulari del Ca2+ più noti sono il recettore dell’inisitolo trifosfato 

(IP3R) ed il recettore della Ryanodina (RyR) (Sorrentino, 1996). L’IP3 (inisitolo 1, 4, 5 

trifosfato) è il ligando del IP3R e la sua produzione è legata all’attivazione dell’enzima 

fosfolipasi C (PLC) il quale tagliando il fosfolipide di membrana PIP2 (fosfatidil inositolo 4, 

5 bifosfato), porta alla produzione di IP3 e diacilglicerolo (DAG). A sua volta il DAG svolge 

nella cellula un importante ruolo nella traduzione del segnale attraverso l’attivazione della 

PKC (Berridge, 1993); (Divecha, 1995). 

Le due forme di PLC principalmente coinvolte nella formazione dell’IP3 sono la forma β1 e 

la γ1. La prima è attivata da un recettore accoppiato ad una proteina G mentre la seconda 

è attivata da un recettore accoppiato ad una tirosin chinasi (Berridge, 1993). Una volta che 

i livelli di IP3 sono stati innalzati esso viene rapidamente metabolizzato da fosfatasi o da 

chinasi ed i metaboliti derivanti vengono riciclati come componenti della membrana. 

La regolazione dei canali RyR non è a tutt’oggi stata ancora completamente chiarita; le 

conoscenze attuali indicano che una delle vie di rilascio di Ca2+ attraverso questi canali, 
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viene attivata dal Ca2+ stesso, mediante un meccanismo noto come “rilascio di calcio 

indotto da calcio” (CICR) (Sorrentino, 1996). La cellula è pertanto in grado di usare più di 

un canale per aumentare i livelli citoplasmatici di Ca2+; la panoramica dei segnali di calcio 

viene resa ancora più complessa dal fatto che differenti sottotipi di entrambi i recettori 

mostrano di essere regolati con modalità diverse (Sorrentino, 1996; Taylor, 1998). In 

particolare sono noti tre differenti tipi di recettori dell’IP3, e altrettante isoforme di recettore 

della ryanodina (Meissner, 1994). Il recettore dell’IP3 ha tre differenti sottotipi che 

differiscono nelle loro proprietà biofisiche (Perez et al., 1997), nella loro suscettibilità alla 

modulazione da parte di proteine accessorie (Patel et al 1999) e nella loro localizzazione 

subcellulare in cellule polarizzate (Hagar et al., 1998). Allo stesso modo, sebbene le 

proprietà biofisiche delle tre isoforme del RyR siano notevolmente simili, la tessuto-

specificità (Giannini et al., 1995) e la regolazione sono caratteristiche specifiche per 

ciascuna isoforma. Le isoforme I e II del RyR, rispettivamente scheletrica e cardiaca, sono 

le meglio caratterizzate, mentre la isoforma III, largamente presente nei mammiferi, non è 

ancora stata associata ad una specifica funzione fisiologica. Tra gli agenti regolatori dei 

RyR, il cADPR (adenosin 5’-difosforibosiociclico), un metabolita del nicotinamide adenin 

nucleotide (NAD+), sembra svolgere un ruolo di particolare interesse, in quanto è stato 

dimostrato essere coinvolto nel rilascio di Ca2+ in una grande varietà di sistemi che vanno 

dagli invertebrati fino ai mammiferi (Galione et al ., 1991; Lee, 1997). Ciò nonostante, i 

meccanismi di azione con i quali il cADPR attiverebbe i recettori della ryanodina sono 

largamente dibattuti. Infatti benché sia stato dimostrato che il cADPR sia in grado di 

rilasciare il Ca2+ dal RyR di tipo II e da quello di tipo III (Sonnleitner et al., 1998), i pareri 

non sono concordanti sul controllo che il cADPR esercita sul rilascio di Ca2+ di tipo I 

(Meszaros et al., 1993; Sitsapesan et al., 1994). Solo recenti evidenze hanno infatti 

dimostrato che il cADPR è capace di stimolare il rilascio di Ca2+ mediato dal RyR di tipo I 

nel muscolo scheletrico di ratto (Bastide et al., 2002). Il rilascio di calcio mediato dal 

cADPR è stato descritto per la prima volta da Clipper, il quale dimostrò come NAD+ fosse 

in grado di rilasciare Ca2+ da omogenati di riccio di mare in seguito alla conversione 

dell’NAD+ in cADPR (Lee et al., 1989). Più tardi (Galione et al., 1991) dimostrarono che il 

cADPR rilascia Ca2+ da un pool di ryanodina sensibile, suggerendoche tale metabolica del 

NAD+, è un modulatore endogeno del recettore della ryanodina. Nonostante appaia ormai 

chiaro che il cADPR sia in grado di rilasciare Ca2+ attraverso il RyR, sembra invece non 

ancora del tutto chiarito se ci sia un legame diretto tra cADPR e recettore. Recenti 

evidenze indicano nella proteina “FK506-binding protein 12.6”, uno strumento necessario 
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senza il quale il rilascio di Ca2+ cADPR-indotto, non possa avvenire (Tange et al., 2002). 

Sebbene il rilascio di Ca2+ mediato da cADPR sia stato originariamente scoperto negli 

invertebrati, notevoli passi avanti sono stati fatti nella comprensione dei segnali mediati da 

questo metabolita. Infatti è stato dimostrato che il cADPR è capace di rilasciare Ca2+ da 

depositi intracellulari in numerosi sistemi cellulari che vanno dalle piante (Leckie et al., 

1998) fino ai mammiferi (Lee, 1997; Lee, 1998). Ciò nonostante, non è stato ancora 

completamente delucidato il meccanismo attraverso il quale il cADPR eserciti il suo effetto 

Ca2+ mobilizzante all’interno della cellula. 

 

I messaggeri del rilascio del calcio 

 

Una tra le più complesse e controverse domande nel panorama dei segnali è come 

differenti stimoli extracellulari siano in grado di generare molteplici risposte intracellulari 

dato il ristretto numero di secondi messaggeri di cui la cellula dispone. 

Tra questi secondi messaggeri il Ca2+ svolge come già detto, un ruolo di primaria 

importanza (Berridge et al., 1998; Clapman, 1995). Alcune sue caratteristiche di rilascio 

quali quelle spazio-temporali, l’ampiezza e la durata di tale rilascio, fanno in modo che tale 

secondo messaggero da solo possa attivare una moltitudine di specifici bersagli. Fino a 

poco tempo fa due secondi messaggeri (IP3 e cADPR) erano ritenuti i soli responsabili del 

controllo dei livelli di Ca2+ e quindi indirettamente, dell’enorme quantità di informazioni da 

esso mediate. Recentemente un nuovo ipotetico secondo messaggero, l’NAADP (acido 

nicotinico adenin dinucleotide fosfato), è stato dimostrato essere in grado di rilasciare Ca2+ 

da numerosi tipi cellulari tramite un nuovo recettore intracellulare (Chini et al.1995; Lee 

and Aarhus, 1995). L’identificazione di un terzo meccanismo di rilascio di calcio ha 

aumentato notevolmente il numero di livelli ai quali il rilascio di calcio può essere 

controllato e ha quindi dato un enorme contributo alla comprensione di uno dei più 

complessi di segnale nella cellula. 

 

Caratteristiche del rilascio di calcio indotto da NAADP: 

Il rilascio di calcio mediato dall’NAADP negli invertebrati 

 

Le uova di riccio di mare sono attualmente uno dei sistemi maggiormente utilizzati nello 

studio dei segnali mediati da Ca2+. I motivi di tale impiego sono molteplici. 
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Innanzitutto l’oocita è una cellula di enorme dimensione e di facile reperibilità. C’è poi da 

considerare che le uova di invertebrato sono state largamente impiegate nello studio di 

importanti fenomeni biologici quali la fertilizzazione (Hogben et al., 1998) e rappresentano, 

pertanto,un modello ben conosciuto l’incubazione con il NAD+ con omogenati di riccio di 

mare ha portato alla scoperta del cADPR, così come l’incubazione del medesimo modello 

cellulare con il β-NADP+( il β-nicotinammide adenin dinucleotide fosfato) ha portato alla 

scoperta di un nuovo meccanismo di rilascio del Ca2+ (Clapper, 1987). Successivi studi di 

spettrometria di massa e cromatografia liquida ad alta pressione (HPLC) hanno identificato 

nell’NAADP, un contaminante commerciale del b-NADP+, il responsabile di tale rilascio di 

calcio (Chini et al., 1995; Lee and Aarhus, 1995). Sebbene l’NAADP sia stato inizialmente 

descritto nel riccio di mare, recenti studi hanno dimostrato come tale nucleotide sia capace 

di rilasciare calcio da numerosi altri sistemi, inclusi vertebrati, piante e mammiferi 

(Genazzani and Billington, 2002). Gli studi iniziali sul riccio di mare hanno dimostrato 

come la capacità dell’NAADP nel rilasciare calcio sia maggiore rispetto a quella dell’IP3 e 

del cADPR (Genazzani et al., 1996). In questo modello sperimentale, infatti, l’NAADP 

rilascia calcio con una EC50 pari a 25 nM, mentre il cADPR ha un EC50 pari a 50 nM e l’IP3 

a 100 nM. Esperimenti di desensibilizzazione dei tre canali di rilascio del calcio, hanno 

fornito la principale prova sulla quale si basa l’ipotesi che i tre canali rilascino calcio con 

diverse modalità (Genazzani et al., 1997a). tale ipotesi si basa su dati che indicano come 

sia l’IP3 che il cADPR, che l’NAADP rispondono ad esperimenti di desensitizzazione 

omologa,ma non eterologa; ovvero successive stimolazioni con lo stesso agonista 

causano una notevole riduzione nel rilascio di calcio, mentre tale riduzione non viene 

osservata quando viene aggiunto un agonista diverso da quello utilizzato nella prima 

stimolazione. Il tracciato fluorimetrico in figura 21 riassume graficamente tale peculiare 

caratteristica. 

 

 
Figura 21. Desensitizzazione omologa ma non eterolo ga tra NAADP, cADPR e IP 3 nelle uova di riccio di mare. 
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Allo scopo di caratterizzare i tre canali di rilascio di Ca2+ sono state condotte una serie di 

prove farmacologiche, che hanno evidenziato come IP3, cADPR e NAADP rispondano in 

maniera significamene diversa ad agenti farmacologici differenti. Infatti l’eparina un noto 

antagonista del rilascio di calcio IP3-indotto, non altera in nessun modo il rilascio di calcio 

NAADP-mediato. Gli stessi risultati si ottengono impiegando noti modulatori del rilascio 

cADPR-indotto, quali ad esempio procaina, rosso-rutenio, 8-NH2-cADPR che bloccano il 

rilascio attraverso il RyR, ma non quello mediato da NAADP (Lee and Adams, 1995). 

Inoltre l’NAADP non è coinvolto nel fenomeno del “rilascio di calcio indotto da calcio” e 

cationi bivalenti quali Ca2+, Sr2+ e Mg2+ così come cambiamenti di pH non influenzano le 

capacità di rilascio di questo nucleotide (Chini, 1996; Genazzani et al., 1997a). Infine 

antagonisti di tipo L, come diltiazem, nifedipina, e verapamil sembrano essere capaci di 

bloccare selettivamente il rilascio di Ca2+ indotto da NAADP, ma non quello indotto da IP3 

e cADPR (Genazzani et al., 1996). Il rilascio di Ca2+ indotto da NAADP presenta una 

singolare caratteristica: esso può essere completamente bloccato da basse concentrazioni 

di NAADP che di per sé non sono in grado di attivare un rilascio di Ca2+ (Genazzani et al., 

1996). Questa caratteristica non è condivisa né dall’IP3, né dal cADPR e al momento 

attuale non si conoscono altri esempi in campo farmacologico. L’inattivazione è sia tempo 

sia concentrazione dipendente; una parziale inibizione del rilascio di Ca2+ si verifica a 

concentrazioni < a 100 pM mentre la completa desensitizzazione si verifica a 

concentrazioni pari a 3 nM e dopo circa 5 minuti. Studi di binding con [32P]NAADP su 

microsomi di riccio di mare, hanno dimostrato che l’inattivazione avviene a livello del 

recettore. Pre-trattamenti con concentrazioni non attivanti di NAADP infatti , aboliscono 

ogni successivo legame del radioligante al recettore. Il meccanismo attraverso quale tale 

desensitizzazione avvenga non è stato del tutto chiarito, l’ipotesi più probabile è che un 

iniziale binding del radioligante al recettore sia di per sé in grado di indurre cambiamenti 

conformazionali del recettore nel suo sito di legame. 

Un’ulteriore caratteristica della desensittizzazione di questo recettore è che essa avviene 

con una modalità del tutto o nulla ovvero è dovuta alla totale in attivazione di una porzione 

dei recettori e non alla parziale in attivazione di tutti i recettori dell’NAADP (Genazzani et 

al., 1997a). Tale fenomeno di inattivazione è tuttavia peculiare nel riccio di mare per 

alcune caratteristiche: in alcuni sistemi, infatti, il fenomeno della desensitizzazione si 

verifica solo a concentrazioni elevate (µM) (Cancela et al., 1999), mentre in altri sistemi 

come le uova di stella di mare o le ascidie, l’inattivazione non si verifica (Santella et al., 

2000). E’ comunque vero che che sia i ricci che le ascidie sono lontani, molto lontani nella 
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scala evolutiva e questa potrebbe essere una spiegazione per tale divergenza di 

comportamento. Impiegando tecniche di centrifugazione sia su cellule intatte sia 

omogeneizzate, è stato possibile vedere che l’NAADP mobilizza Ca2+ attraverso un 

compartimento cellulare che è diverso dal ER, utilizzato da IP3 e cADPR (Lee and Aarhus, 

1995). Prove farmacologiche con la tapsigargina, un inibitore del SERCA hanno 

dimostrato che il rilascio di Ca2+ NAADP-mediato non viene alterato in seguito a tale 

trattamento, a differenza del rilascio di calcio mediato da cADPR e IP3, suggerendo che il 

pool intracellulare di rilascio utilizzato dal NAADP non risiede nel ER (Genazzani and 

Galione, 1996). Dati recenti hanno identificato un orfanello noto come granulo di riserva, il 

compartimento utilizzato dall’NAADP nel riccio di mare. In tale modello cellulare, il granulo 

di riserva è l’analogo funzionale del lisosoma; l’incubazione di uova intatte di riccio di  

mare con la glicilfenilalanin 2-naftalamide(GPN), un substrato della catepsina C, una 

esopeptidasi del lisosoma, porta alla lisi osmotica del lisosoma, alla quale consegue una 

notevole diminuzione dei livelli di Ca2+ rilasciati dall’NAADP. Sebbene siano ormai 

numerosi gli esempi di invertebrati, vertebrati e piante nei quali è stato studiato il rilascio di 

Ca2+ mediato da NAADP, non si è ancora stabilito con fermezza quale sia il ruolo che 

gioca questo nucleotide nel panorama del Ca2+ “signalling”. 

Diverse evidenze sperimentali dimostrano come NAADP svolga un ruolo attivo durante la 

fertilizzazione del riccio (Perez-Terzic et al., 1995) ed inoltre studi condotti sulla lumaca di 

mare Aplysia californica (Chameau et al., 2001)e su preparazioni di muscolo di rana 

hanno suggerito un possibile ruolo di NAADP come mediatore nel processo di 

neurosecrezione (Brailou et al., 2001). 

 

Rilascio di calcio mediato dall’NAADP nei vertebrati 

 

Fino a poco tempo fa, lo studio sul rilascio di Ca2+ indotto dall’ NAADP si è concentrato 

sugli invertebrati; più recentemente comunque è iniziato un intenso studio mirato alla 

comprensione dei fenomeni NAADP mediati nei mammiferi. Come precedentemente 

accennato, sono ormai numerosi i tipi cellulari e i tessuti nei quali questo nucleotide si è 

dimostrato in grado di rilasciare Ca2+. Esempi di tali tessuti sono il cuore (Bak et al., 2001), 

il cervello (Bak et al., 1999), i linfociti T (Berg et al.,2000), il pancreas (Johnson and Misler, 

2002) (Cancela et al., 1999), le cellule muscolari lisce (Yusufi et al., 2002), ed il rene 

(Cheng et al., 2001). In alcuni di questi modelli cellulari, il rilascio di Ca2+ NAADP-mediato 

è stato associato ad una specifica funzione fisiologica quale ad esempio l’attivazione dei 
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linfociti T (Berg et al., 2000) o la regolazione delle cellule β del pancreas attraverso il 

controllo dei segnali iniziali mediati dall’insulina. (Johnson and Misler, 2002). Quale sia il 

ruolo fisiologico dell’NAADP in tessuti quali il cuore, il cervello, il rene, il muscolo liscio al 

momento non è noto. Tuttavia l’ipotesi emergente dalle attuali evidenze, porta a pensare 

che l’NAADP possa in qualche modo coordinare il rilascio di Ca2+ attraverso una selettiva 

attivazione e/o sensitizzazione degli altri canali di rilascio (Patel et al., 2001). 
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Sintesi della 7-oxasfingosina e analoghi di ceramid e e 

valutazione dei loro effetti in un modello di apopt osi  

 

Il crescente interesse sugli sfingolipidi e glicosfingolipidi, basato sulla loro capacità di 

modulare l’apoptosi e le risposte immunitarie ha portato i ricercatori alla sintesi di7-

oxasfingosina e della ceramide corrispondente. Nell’articolo che segue abbiamo valutato 

gli effetti di 7-oxasfingosina e degli analoghi di ceramide in un modello di aoptosi. 

7-oxasfingosina, 7-oxaceramide, tioceramide e N,metil-oxaceramide sono stati sintetizzati 

a partire dal D-galattosio attraverso la via “building blocks”. Le caratteristiche pro-

apoptotiche dei quattro composti suddetti sono state confrontate con quelle della 

sfingosina e della ceramide, utilizzando una linea cellulare di neuroblastoma umano (SK-

NBE) e una linea cellulare murina derivata da promielociti(32d). Valutando gli effetti sulla 

vitalità cellulare e sulla proliferazione non si sono riscontrate differenze significative tra 7-

oxaceramide, N, metil-oxaceramide e la ceramide. In presenza di N,N,-dimetilsfingosina, 

un inibitore di sfingosina chinasi, ceramide è risultata essere più potente di tio-

oxaceramide nelle cellule 32d. per contro la tio-oxaceramide è più potente ed efficace 

nelle cellule SK-N-BE, dove si cosserva un valore di IC50 di 3 nM comparato con i 100 nM 

della ceramide. In entrambe le linee cellulari la 7-oxa-sfingosina e la sfingosina risultano 

ugualmente tossiche, anche in presenza di N,N, dimetilsfingosina. 
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La sfingosina determina il rilascio di calcio dai d epositi 
intracellulari attraverso il recettore della ryanod ina in 
omogenati di uova di riccio di mare  

 
Numerosi studi hanno dimostrato che sfingosina e sfingosina 1 fosfato sono in grado di 

indurre rilascio dai depositi intracellulari in un modo analogo ai secondi messaggeri. 

Nel lavoro che segue, abbiamo utilizzato l’omogenato di uova di riccio di mare come 

modello per lo studio dei meccanismi del rilascio intracellulare di calcio, per valutare gli 

effetti di questi sfingolipidi. Mentre ceramide e sfingosina 1 fosfato non alterano la capacità 

di rilasciare il calcio, sfingosina stimola il rilascio del calcio dai depositi intracellulari 

tapsigargina sensibili. 

Questo rilascio di calcio è inibito da sostanze che bloccano il recettore per la ryanodina 

(alte concentrazioni di ryanodina, magnesio e procaina), ma non dal trattamento degli 

omogenati con cADPR 8Br- cADPR o bloccanti di altri canali del calcio intracellulare. La 

sfingosina rende il recettore per ryanodina insensibile al cADPR. Abbiamo proposto che 

nell’omogenato di uova di riccio di mare la sfingosina sia in grado di attivare il recettore per 

la ryanodina attraverso un meccanismo diverso da quello utilizzato dal cADPR. 
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