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1. I mitocondri 
 
 
1.1 Struttura e funzione 
 
I mitocondri sono organelli citoplasmatici in grado di svolgere molteplici 

funzioni. La più importante tra esse consiste nell'estrarre energia dai substrati 
organici che gli arrivano per produrre un gradiente ionico che viene sfruttato 
per produrre adenosina trifosfato (ATP). 

La struttura dei mitocondri è molto peculiare: sono formati da due 
membrane, quella esterna permette il passaggio di piccole molecole, quella 
interna è selettivamente permeabile e ripiegata in estroflessioni chiamate 
creste mitocondriali, che ne aumentano la superficie. Le due membrane 
identificano due differenti regioni: lo spazio intermembrana, quello 
delimitato dalla membrana esterna e quella interna, e la matrice, circoscritto 
dalla membrana interna (Figura I). La membrana interna si presenta sotto 
forma di numerosi avvolgimenti, rientranze e sporgenze, queste sono dette 
appunto creste mitocondriali. La funzione di queste strutture è aumentare la 
superficie di membrana che permette di disporre un numero maggiore di 
complessi di ATP sintetasi. 

La produzione di energia viene svolta utilizzando i principali prodotti 
della glicolisi: il piruvato ed il NADH. Essi vengono sfruttati in due 
processi: il ciclo di Krebs e la fosforilazione ossidativa. 

Durante la fosforilazione ossidativa, i trasportatori ridotti di elettroni 
NADH e FADH2 (prodotti dalla glicolisi e dal ciclo di Krebs) trasferiscono, 
con un meccanismo a navetta, i loro equivalenti di riduzione nella matrice 
mitocondriale. Cinque complessi enzimatici sono inclusi nella membrana 
mitocondriale interna (I, II, III, IV e V). I complessi I e II ricevono gli 
elettroni dall’ossidazione, rispettivamente del NADH e del succinato e li 
trasferiscono ad un trasportatore di elettroni lipidico, il coenzima Q. Il 
complesso III ossida la forma ridotta del coenzima Q e riduce il citocromo c, 
un trasportatore proteico di elettroni. Il complesso IV accoppia l’ossidazione 
del citocromo c alla riduzione dell’ossigeno molecolare ad acqua. 

Le reazioni catalizzate dai complessi I, III e IV forniscono anche 
l’energia per trasportare i protoni (H+) nello spazio intermembrana, 
rendendolo più acido della matrice mitocondriale. La dissipazione del 
risultante gradiente protonico, con il rientro degli H+ nella matrice, attraverso 
uno specifico canale ionico presente nel complesso V, genera l’energia che è 
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usata da questo complesso per promuovere la sintesi endoergonica di ATP, a 
partire da adenosina difosfato (ADP) e fosfato inorganico. 

 

 
 

Figura I. Membrana Mitocondriale Interna , in giallo. Membrana Mitocondriale 
Esterna, in blu. Spazio Intermembrana, in cieleste. 

 
 

1.2 Fissione e Fusione mitocondriale 
 
I mitocondri sono organelli dinamici il cui numero, la cui misura e 

posizione, variano all’interno di ciascun tipo cellulare, anche in risposta alle 
diverse richieste di energia da parte della cellula stessa. La fissione e la 
fusione mitocondriale sono due processi fondamentali per il mantenimento 
della morfologia, e distribuzione dei mitocondri ed anche per la 
proliferazione e differenziazione cellulare. Il processo di fusione 
mitocondriale è necessario per il mantenimento della rete dei mitocondri e 
per il buon funzionamento di questi organelli. Infatti, una rete fittamente 
interconnessa, può facilitare il trasferimento del potenziale di membrana da 
regioni povere a regioni ricche di ossigeno (Skulachev, 2001). In 
Drosophila, per esempio, la fusione è necessaria durante lo sviluppo, perché 
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regola la spermatogenesi. Infatti, bloccando la fusione, mediante la 
mutazione del gene fuzzy onion (Fzo), si ottengono dei maschi sterili (Hales 
and Fuller, 1997). Inoltre è noto che un eccesso di fissione e la mancanza di 
fusione, comportano la rottura della rete mitocondriale con conseguente 
perdita del DNA mitocondriale, difetti nella catena respiratoria e un aumento 
delle specie reattive dell’ossigeno (ROS) (Yaffe, 1999). 

Tuttavia, i meccanismi molecolari che regolano l’equilibrio dinamico tra 
fissine e fusione, non sono ancora stati chiariti completamente. Studi 
condotti in lievito, Drosophila e Caenorhabditis elegans, hanno identificato 
una serie di fattori chiave, il cui ruolo è fondamentale per i processi di 
fusione e fissione. 

Nelle cellule di mammifero, la fissione mitocondriale, è regolata dalla 
proteina Dynamin-related protein 1 (Drp-1), una grande proteina ad attività 
GTPasica (Smirnova et al., 1998; Smirnova et al., 2001) la cui sequenza 
amminoacidica presenta delle significative similitudini con quella delle 
dinamine. Le dinamine sono delle proteine ad attività GTPasica, che 
regolano il traffico vescicolare e l’endocitosi, tuttavia le funzioni molecolari 
delle dinamine e di Drp-1 non sono ancora molto chiare. Sulla base di studi 
di genetica, biologia cellulare e biochimica, sono stati proposti due modelli 
che spiegherebbero il meccanismo di azione delle diamine e di Drp-1. Un 
modello propone che queste proteine funzionino da meccanoenzimi, che 
partecipano attivamente alla costrizione e scissione delle membrane, l’altro 
modello, invece, prevede che agiscano non direttamente ma reclutando e 
attivando un effettore, che medierebbe la curvatura e la fissione (Sever et al., 
1999). Probabili effettori sono le endofiline, in particolare l’Endofilina 1, 
una proteina presinaptica che coopera con le dinamine per mediare la 
curvatura della membrana e la gemmazione delle vescicole durante 
l’endocitosi (Ringstad et al., 1999; Schmidt et al 1999). Tuttavia, 
l’interazione tra Drp-1 e le endofiline non è stata ancora individuata. 

Drp-1 normalmente si trova nel citoplasma e si accumula sui mitocondri, 
nei siti di fissione (Smirnova et al., 2001), il suo reclutamento a livello dei 
mitocondri, avviene attraverso la proteina mitocondriale Fis1, una piccola 
proteina di fissione caratterizzata all’estremità C terminale da un’elica 
transmembrana (Mozdy et al 2000). Sebbene Fis1 e Drp-1 siano i regolatori 
chiave della fissione mitocondriale nei mammiferi, anche altre proteine sono 
coinvolte in questo processo. Tra queste un analogo della proteina di lievito 
Mdv1p. 

Il meccanismo di fusione, dall’altra parte nonostante sia legato a quello di 
fissone, utilizza un set di proteine effettrici evolutivamente conservate ma 
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diverse da quelle di fissione. Tra queste ci sono le proteine transmembrana 
ad attività GTPasica Mfn1 e Mfn2 (Santel and Fuller, 2001). Mfn è 
caratterizzata da un dominio N-terminale, ad attività GTPasica, simile a 
quello delle dinamine e un dominio C-terminale omologo a Fzo, il quale 
contiene un dominio transmembrana (Jaroszewski et al., 2002; Rojo et al., 
2002). In diversi esperimenti è stato visto che in alcune linee cellulari, la 
coespressione di Mfn2 e del dominante negativo di Drp-1 risulta in 
mitocondri interconnessi e allungati (Santel and Fuller, 2001). 

OPA-1 è un altro fattore implicato nella fusione mitocondriale, si tratta di 
una proteina ad attività GTPasica ma la sua funzione e localizzazione 
subcellulare sono distinte da quelle di Drp-1. In lievito la delezione 
dell’ortologo di OPA-1, MGM1, comporta un’estesa frammentazione 
mitocondriale, la perdita del DNA mitocondriale, una respirazione deficitaria 
ed una abnorme struttura delle creste (Wong et al., 2000). E’ probabile che 
OPA-1 e Mfn collaborino nella fusione mitocondriale come fanno gli 
ortologhi di lievito, sebbene ciò non sia stato ancora dimostrato. 

OPA-1 si trova nella membrana mitocondriale interna dalla parte dello 
spazio intermembrana. Tuttavia è stato riportato che OPA-1 sia presente 
anche sulle creste, nello spazio intermembrana e persino sulla membrana 
esterna (Satoh et al., 2003). E’ noto che esistono diverse forme di OPA-1 
con diverso peso molecolare che quindi potrebbero avere funzioni e 
localizzazione cellulare diverse (Satoh et al., 2003). 
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2. Processo di Morte Cellulare (PCD) 
 
 
2.1 Apoptosi 
 
L’Apoptosi è una forma fisiologica di morte cellulare, che si verifica sia 

in condizioni normali che patologiche. Evento di fondamentale importanza 
durante lo sviluppo degli organi, per l’omeostasi tissutale e per 
l’eliminazione di cellule danneggiate o pericolose per l’organismo 
(Beaulaton and Locksin, 1982; Fesus et al., 1991; Hale et al., 1996; Milligan 
and Schwarz, 1997; Dragovich et al., 1998). 

 Il termine “apoptosi” deriva dal greco “απο−πτωσις” e indica il 
processo di caduta delle foglie dagli alberi. Tale termine è stato scelto, nel 
1972, da Kerr, Wyllie e Curie, per distinguere questo tipo di morte cellulare 
dalla necrosi, trovando un’analogia tra il significato del termine e 
l’eliminazione delle cellule dai tessuti. 

La morte cellulare programmata interessa, in genere, singole cellule e non 
è mai accompagnata da fenomeni infiammatori. Può essere innescata da 
segnali sia extracellulari che intracellulari, che vengono amplificati da 
secondi messaggeri e dall’attivazione a cascata di una particolare famiglia di 
proteasi a cisteina, denominate caspasi (Dragovich et al., 1998). Si possono 
distinguere tre fasi: una iniziale, l'induzione stimolo dipendente, una 
effettrice, in cui si ha l’avvio del programma di morte, e una di esecuzione, 
che si conclude con l’eliminazione della cellula (Martin et al., 1994). 

Le cellule apoptotiche, nel corso del processo di morte, vanno incontro a 
profonde modificazioni morfologiche e biochimiche che portano alla 
formazione dei corpi apoptotici e alla loro fagocitosi (Wyllie et al., 1980). 
All’inizio, si osserva un cambiamento delle dimensioni e della morfologia 
del nucleo: la cromatina si condensa (picnosi) e si addossa all’involucro 
nucleare, che inizia ad invaginarsi divenendo dentellato fino a frammentarsi. 
Le masserelle che si formano possono essere prive della membrana, ma 
mantengono contorni ben definiti (Wyllie et al., 1980). Per quanto riguarda il 
citoplasma, questo subisce una drastica riduzione di volume e si osserva un 
marcato addensamento degli organuli, che, tuttavia, rimangono integri. La 
cellula, contemporaneamente, perde le connessioni con le cellule adiacenti e 
le strutture specializzate di superficie come i microvilli (Wyllie et al., 1980; 
Beaulaton and Lockshin, 1982). Sulla superficie cellulare si formano diverse 
vescicolazioni (“blebs”), che in seguito si distaccano, provocando la 



Elisabetta Mormone 

12 

disgregazione della cellula in frammenti delimitati da membrana plasmatica 
(Wyllie et al., 1980). 

Della cellula iniziale rimangono solo un gran numero di “corpi 
apoptotici”, contenenti citoplasma e organelli, che differiscono tra loro, oltre 
che per le dimensioni anche per il contenuto: alcuni racchiudono uno o più 
aggregati di cromatina, altri ne sono completamente privi (Wyllie et al., 
1980). I corpi apoptotici presentano, a livello della loro superficie, 
significative modificazioni come l’espressione di glicoproteine di membrana 
prive di acido sialico (Wyllie, 1987) e l’esposizione della fosfatidilserina 
(PS) dalla parte esterna del plasmalemma; tale rivestimento esterno alterato 
viene selettivamente riconosciuto da cellule ad azione fagocitaria come i 
macrofagi (Wyllie et al., 1987). L’apoptosi è un evento molto rapido: 
formazione, riconoscimento e fagocitosi dei corpi apoptotici si realizzano in 
pochi minuti e tale rapidità è di fondamentale importanza, in quanto la 
rottura di tali corpi determinerebbe una risposta infiammatoria 
potenzialmente dannosa (Halsett, 1992). 

Grazie a studi condotti sul nematode Caenorhabditis elegans sono stati 
identificati tre geni essenziali per il controllo e l’esecuzione del programma 
di morte (Ellis and Horvitz, 1986; Yuan et al., 1993). Questi geni, che hanno 
un omologo sia nei mammiferi che in Drosophila, sono chiamati ced (cell 
death defective) (Ellis et al., 1991). 

Il gene CED-9 è essenziale per la sopravvivenza; mutazioni che lo 
rendono attivo quando non dovrebbe, mutazioni "gain of function", 
comportano la sopravvivenza di cellule che dovrebbero morire, d’altra parte 
mutazioni “loss of function” portano alla morte di cellule che dovrebbero 
sopravvivere (Hengartner et al., 1992; Hengartner e Horvitz, 1994). CED-3 e 
CED-4 sono gli esecutori del programma di morte; dalla competizione tra 
l’attività pro-apoptotica di CED-3 e CED-4 e quella anti-apoptotica di CED-
9 dipende il destino delle cellule embrionali. Sempre grazie agli studi su C. 
elegans, si è visto che CED-4 sta a monte di CED-3, mentre CED-9 sarebbe 
un regolatore negativo di CED-4 (Shaham and Horvitz, 1996). La 
controparte di CED-9 nei mammiferi è costituita dai membri anti-apoptotici 
della famiglia di Bcl-2, come Bcl-2 stesso e Bcl-XL (Yuan et al.,1993). 
L’omologo di CED-3 è la grande famiglia delle proteasi a cisteina, dette 
caspasi (Yuan et al., 1993). La controparte di CED-4 è Apaf-1 (Apoptotic 
protease activating factor-1), una proteina la cui funzione è quella di attivare 
le caspasi (Zou et al., 1997). 

Esistono, come accennato, diversi stimoli, sia extracellulari che 
intracellulari, in grado di indurre apoptosi: il sistema ligando di Fas/recettore 
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di Fas, la via mitocondriale, una probabile via che coinvolge il reticolo 
endoplasmatico e vie di morte caspasi-indipendenti. 

 
 
2.2 Via mitocondriale dell’Apoptosi 
 
 I mitocondri sono anche il punto di controllo principale dell’apoptosi 

innescata da vari stimoli, ad esempio raggi UV, agenti chemioterapici ed 
allontanamento di fattori di crescita e di citochine. Questi organelli, 
attraverso il rilascio di citocromo c e di altri fattori pro- e/o anti-apoptotici 
coordinano sia l’attivazione delle caspasi che l’amplificazione dei segnali di 
morte. 

Il rilascio di citocromo c dallo spazio intermembrana avviene ad opera di 
Bax e Bak, due proteine multidominio con attività pro-apoptotica 
appartenenti alla famiglia di Bcl-2. Bax, in forma monomerica, è 
preferenzialmente localizzato nel citoplasma, ma si ritrova anche sulle 
membrane degli organuli intracellulari. In seguito all’induzione di apoptosi 
si osserva la traslocazione di Bax sulla membrana mitocondriale esterna e la 
sua oligomerizzazione. Bak, invece, si trova normalmente associato alle 
membrane intracellulari e quindi anche alla membrana mitocondriale 
esterna, ed in seguito all’induzione di morte anche lui forma degli oligomeri. 
Questi e quelli di Bax mediano il rilascio del citocromo c (Mikhailov et al., 
2001). La formazione di oligomeri e la conseguente permeabilizzazione 
della membrana mitocondriale esterna, possono essere indotte da una classe 
particolare di proteine della famiglia di Bcl-2 detta “BH3-only proteins” 
(proteine contenenti soltanto il dominio BH3), mentre risulta inibita dai 
fattori anti-apoptotici della stessa famiglia (Ferri and Kroemer, 2001). 

Subito dopo aver raggiunto il citoplasma, il citocromo c promuove 
l’assemblaggio di un complesso proteico che lega ed attiva la procaspasi-9. 
Questo complesso, denominato apoptosoma (Li et al., 1997), è composto da 
citocromo c, dATP o ATP e Apaf-1. Apaf-1 è una proteina di circa 130 KDa 
caratterizzata da un dominio N-terminale, per il reclutamento delle caspasi 
(CARD), da un braccio flessibile omologo a CED-4 di C.elegans, a livello 
del quale avviene il legame con ATP/dATP e da un dominio C-terminale che 
ha la forma di una “Y”. Questo dominio contiene 12 o 13 elementi WD-40 
necessari per l’interazione col citocromo c (Acehan et al., 2002). 

Il modello proposto da Acehan e colleghi per l’assemblaggio 
dell’apoptosoma, prevede che la proteina Apaf-1 vada incontro a due 
cambiamenti conformazionali. Questi cambiamenti permetterebbero 
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l’oligomerizzazione di sette molecole di Apaf-1, in modo che si formi un 
complesso in cui le proteine si dispongono a raggiera e delimitano una cavità 
centrale. A livello di questa cavità verrebbero ad interagire sette molecole di 
procaspasi-9. Si pensa che, nella forma inattiva, Apaf-1 abbia il dominio N-
terminale CARD bloccato tra i due bracci del dominio C-terminale a forma 
di “Y” (Acehan et al., 2002). È verosimile che il citocromo c, quando si lega 
ad Apaf-1, a livello degli elementi WD-40, provochi il primo cambiamento 
conformazionale di Apaf-1, in seguito al quale il dominio CARD si sposta e 
rende il dominio omologo a CED-4 disponibile al legame con l’ATP. Il 
legame di ATP, ma non la sua idrolisi, sembra richiesto per il corretto 
funzionamento dell’apoptosoma (Jiang and Wang, 2000). Questo legame 
con l’ATP provocherebbe il secondo cambio conformazionale di Apaf-1, in 
seguito al quale avverrebbero simultaneamente l’oligomerizzazione e il 
reclutamento delle procaspasi-9. Il dominio CARD di ciascuna molecola di 
Apaf-1 sembra spinto in posizione diametralmente opposta a quella iniziale, 
in modo da legare il dominio CARD della procaspasi-9, a livello del poro 
centrale generatosi in seguito all’oligomerizzazione. Il risultato di queste 
interazioni è la formazione di una struttura nella quale le sette molecole di 
procaspasi-9 si dispongono perpendicolarmente all’apoptosoma. Ogni 
procaspasi-9 nell’apoptosoma è un monomero inattivo, che matura solo dopo 
essersi legato, in modo testa-coda, con un’altra molecola di procaspasi-9. In 
ciascun dimero che si forma in questo modo solo il monomero legato 
all’apoptosoma presenta attività catalitica (Renatus et al., 2001). 

Oltre a promuovere l’attivazione della caspasi-9, Apaf-1 è necessario 
anche per una piena attività catalitica della stessa; infatti, è stata osservata 
una differenza tra l’attività proteolitica della caspasi-9 libera e quella della 
caspasi coniugata con Apaf-1, avendo quest’ultima un’attività mille volte 
superiore (Rodriguez and Lazebnik, 1999). 

La caspasi-9 matura proteolizza la procaspasi-3, rendendola attiva, e 
questa a sua volta agisce sulle proteine bersaglio, innescando la cascata di 
eventi che portano all’esecuzione del programma di morte. 

 I mitocondri non rilasciano solo il citocromo c ma anche altri fattori, sia 
pro- che anti-apoptotici, tra i quali: AIF (Apoptosis Inducing Factor), una 
flavoproteina di 57 KDa normalmente sita nello spazio intermembrana del 
mitocondrio, la quale, una volta rilasciata, trasloca nel nucleo dove 
promuove la frammentazione della cromatina (Ferri and Kroemer, 2001); 
Endonucleasi G, un’altra proteina che, dopo il suo rilascio nel citosol, 
trasloca nel nucleo dove agisce frammentando il DNA (Ravagnan et al., 
2002); Smac/Diablo, un fattore pro-apoptotico che neutralizza alcuni 
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inibitori delle caspasi noti come IAPs (Finkel, 2001); IAPs (Inibitors of 
Apoptosis Proteins), molecole che limitano l’attività dell’apoptosoma 
associandosi e bloccando la caspasi-9; quindi IAP funzionerebbe 
competendo per lo stesso sito di legame di Smac-Diablo sulla caspasi-9 
(Srinivasula et al., 2001). 

La permeabilizzazione della membrana mitocondriale esterna ed il 
rilascio di citocromo c dallo spazio intermembrana, rappresentano eventi 
precoci che si verificano nel processo di morte cellulare programmata 
mediata dai mitocondri (Szewczyk and Wojtczak, 2002). Successivamente si 
verifica anche la permeabilizzazione della membrana mitocondriale interna 
(Ferri and Kroemer, 2001). 

È stato osservato che l’alterazione dell’omeostasi mitocondriale 
determina uno squilibrio nello stato redox con conseguente produzione di 
specie reattive dell’ossigeno (ROS) (Desagher and Martinou, 2000; Kroemer 
et al., 1997; Li et al., 1999). Questa osservazione è confermata dall’azione 
inibitoria dei processi apoptotici esercitata da sostanze antiossidanti (Fadeel 
et al., 1999; Jacobson, 1996; Malorni et al., 1993). Lo squilibrio ossidativo, 
caratterizzato da iperproduzione di ROS e diminuzione dei livelli 
intracellulari di molecole antiossidanti, quali GSH, sembra giocare un ruolo 
importante sia nell’innesco, sia nello svolgimento del processo apoptotico. 

L’integrazione e l’amplificazione dei segnali di morte che si osservano 
nelle cellule sono notevolmente complesse e la sola connessione tra i due 
percorsi apoptotici, sistema ligando-recettore e via mitocondriale, ne è un 
buon esempio. Il recettore Fas, attivato dal suo ligando, induce 
indirettamente la maturazione della procaspasi-8, la quale è in grado sia di 
innescare la caspasi-3, fondamentale per l’esecuzione del programma di 
morte (Scaffidi et al., 1998), sia di agire sulla proteina della famiglia di Bcl-
2, Bid (22 KDa), tagliandola in due frammenti. La porzione C-terminale, 
tBid (15 KDa), è la molecola attiva capace di traslocare sul mitocondrio, 
dove promuove il cambiamento conformazionale e l’oligomerizzazione di 
Bax e Bak. Il conseguente rilascio di citocromo c induce la formazione 
dell’apoptosoma, il quale innesca sia la cascata di eventi caratteristici della 
via mitocondriale, sia l’amplificazione del segnale di morte, attraverso 
un’ulteriore attivazione della caspasi-8 (Slee et al., 1999a; Slee et al., 
1999b). 
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Figura II. Via mitocondriale dell’Apoptosi. 
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2.3 Famiglia di Bcl-2 
 
Le proteine della famiglia di Bcl-2 sono regolatori chiave, che 

controllano l’omeostasi mitocondriale e mediano il rilascio dei fattori pro- ed 
anti-apoptotici dai mitocondri. Per questo motivo mutazioni nei geni 
codificanti per tali proteine possono avere effetti profondi sullo sviluppo 
embrionale e sulla patogenesi di molte malattie (Kaufmann and Hengartner, 
2001). In base a criteri funzionali e strutturali, la famiglia di Bcl-2 è stata 
suddivisa in tre gruppi: 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura III. Domini delle proteine della famiglia di Bcl-2. 
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Gruppo I: costituito da Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w, Mcl-1, A1/Bfl1, Boo/Diva 
e Nrf3. Tutte queste proteine presentano attività anti-apoptotica e sono 
caratterizzate dalla presenza di quattro brevi domini ad elevata omologia con 
Bcl-2, conosciuti come BH1, BH2, BH3 e BH4 (BH: Bcl-2 Homology). 
Molte proteine di questo gruppo presentano anche un dominio di circa 20 
residui aminoacidici idrofobici alla estremità C-terminale, mediante il quale 
si ancorano alla superficie citoplasmatica di varie membrane intracellulari, 
come la membrana mitocondriale esterna, quella del reticolo endoplasmatico 
e quella nucleare. Queste proteine prevengono la morte cellulare interagendo 
con i membri della famiglia che presentano attività pro-apoptotica. Tale 
interazione può rendere la controparte funzionalmente inattiva oppure può 
relegarla in un ambito intracellulare nel quale non ha più effetto (Kaufmann 
and Hengartner, 2001). 

Il proto-oncogene Bcl-2 (B-cell lynphoma leukemia-2) è un regolatore 
molto importante della morte cellulare programmata. Tale gene è espresso 
normalmente in una grande varietà di tessuti, ed inibisce l’induzione 
dell’apoptosi in molti sistemi sperimentali. 

Bcl-xL presenta un’identità aminoacidica del 44% con Bcl-2. 
La localizzazione subcellulare di queste due proteine è simile, infatti, 

Bcl-2 si trova sull’involucro nucleare, sulla membrana mitocondriale esterna 
e su quella del reticolo endoplasmatico (McDonnell et al., 1990), mentre 
Bcl-xL è localizzato sull’involucro nucleare e sulla membrana mitocondriale 
esterna. 

Sia per Bcl-2 che per Bcl-xL i domini BH1, BH2 e BH3 sono 
fondamentali per mediare l’interazione con i membri pro-apoptotici della 
famiglia (Korsmeyer et al., 1993; Sedlak et al., 1995; Yang et al., 1995). In 
particolare, l’analisi strutturale di Bcl-xL complessato con un peptide che 
mima il dominio BH3 della proteina multidominio pro-apoptotica Bak, ha 
rivelato come il dominio BH3 si leghi in una tasca idrofobica di Bcl-xL, 
formata dai domini BH1, BH2 e BH3, attraverso interazioni idrofobiche 
(Sattler et al., 1997). La regione N-terminale, che contiene il dominio BH4, è 
indispensabile per la funzione anti-apoptotica di Bcl-2 e Bcl-XL. Infatti, 
mutazioni a carico dei dieci residui conservati o la loro rimozione, ad opera 
di caspasi e calpaine, inducono una riduzione o addirittura una perdita 
dell’attività di queste proteine (Cheng et al., 1997). 

Il meccanismo attraverso il quale le cellule che iperesprimono Bcl-2 sono 
protette dalla morte consiste nella capacità di Bcl-2 di formare eterodimeri 
con Bax a livello della membrana mitocondriale esterna. Questa interazione 
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impedisce l’oligomerizzazione di Bax ed il conseguente rilascio di citocromo 
c necessario per l’attivazione delle caspasi (Oltvai et al., 1993). 

Studi più recenti suggeriscono che Bcl-2 e Bcl-xL possano inibire 
l’apoptosi anche senza interagire direttamente con Bax. Sembra, infatti, che 
Bcl-2 e Bcl-xL sequestrino le proteine “BH3-only”, formando complessi 
stabili sul mitocondrio e in tal modo prevengano l’attivazione di Bax e Bak 
(Cheng et al., 2001). Inoltre, quando Bcl-2 si trova sul RE può legare alcune 
proteine “BH3-only” e, relegandole in questo ambito, impedire l’attivazione 
di Bax e Bak sul mitocondrio (Thomenius et al., 2003). 

Molto probabilmente Bcl-2 e Bcl-xL sono in grado di inibire l’apoptosi 
anche indipendentemente dal loro legame con i membri pro-apoptotici della 
famiglia. È stato osservato, infatti, che la proteina Bcl-2 mutata in modo che 
non possa più localizzarsi sulle membrane degli organuli intracellulari, è 
ancora in grado di inibire l’apoptosi (Oltvai et al., 1993). Questo ha 
suggerito che le proteine pro-apoptotiche agiscano anche a valle del rilascio 
di citocromo c. È stato proposto che Bcl-2 e Bcl-xL interagiscano con Apaf-1 
per prevenire l’attivazione della caspasi-9 (Pan et al., 1998). 

Gruppo II: comprendente Bax, Bak e Bok/Mtd. Queste proteine sono 
molto simili nella struttura e nella sequenza aminoacidica a quelle del 
gruppo I, ma risultano prive del dominio BH4 all’estremità N-terminale. I 
membri di questo gruppo, detti anche proteine multidominio, presentano 
attività pro-apoptotica e vengono regolati sia dalle proteine del gruppo I che 
da quelle del gruppo III (Kaufmann and Hengartner, 2001). 

Il gene della proteina multidominio pro-apoptotica Bax mappa sul braccio 
lungo del cromosoma 19 umano, è lungo 4,5 kb ed è formato da sei esoni 
(Apte et al., 1995). 

Bax mostra il 21% d’identità e il 43% di somiglianza con Bcl-2; le 
regioni più conservate tra le due molecole sono i domini BH1 e BH2, 
codificati rispettivamente dagli esoni 4 e 5. 

Da alcuni esperimenti è emerso che fibroblasti di topi knock-out, sia per 
Bax che per Bak (Bax-/-/Bak-/-), sono completamente resistenti a numerosi 
stimoli apoptotici quali radiazioni UV, privazione di fattori di crescita e 
trattamenti con diversi chemioterapici, mentre cellule mancanti solo di Bax 
(Bax-/-/Bak+/+) o di Bak (Bax+/+/Bak-/-) non mostrano tale resistenza (Wei et 
al., 2001). 

Una marcata espressione di Bax, in grado di reprimere l’attività 
soppressoria di Bcl-2, innesca l’apoptosi anche in assenza di stimoli di morte 
(Finucane et al., 1999). Il relativo aumento di Bcl-2/Bcl-XL e/o di Bax/Bak, 
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quindi, deve essere considerato come un evento modulatore, che determina 
l’entrata della cellula in apoptosi. 

Bax e Bak sono responsabili del rilascio del citocromo c dai mitocondri 
in seguito alla formazione dei loro omo-oligomeri sulla membrana 
mitocondriale esterna (Mikhailov et al., 2001). Entrambe queste proteine 
sono inattive in forma monomerica. Bax monomerico è localizzato nel 
citosol e in percentuale molto ridotta a livello delle membrane intracellulari. 
Bak monomerico è invece localizzato sulla membrana del RE e soprattutto 
sulla membrana mitocondriale esterna (Wolter et al., 1997). 

La proteina Bax è strutturata in sette α-eliche anfipatiche raggruppate 
intorno a due α-eliche idrofobiche. Le prime otto sono strutturalmente simili 
a quelle di Bcl-XL, anche se la percentuale d’identità aminoacidica non 
supera il 20%. La nona α-elica idrofobica, che corrisponde a quella 
transmembrana di Bcl-2 e Bcl-xL e che si trova al C-terminale, serve per 
l’inserzione nelle membrane intracellulari e nella forma monomerica occupa 
la tasca idrofobica formata dai domini BH1, BH2 e BH3 mediante 
interazioni idrfobiche (Suzuki et al., 2000). 

L’attivazione di Bax, in seguito alla trasduzione di un segnale di morte, è 
la conseguenza di un cambiamento conformazionale a carico sia della 
porzione N-terminale sia dell’α-elica C-terminale. I 12 residui aminoacidici 
N-terminali, che sono normalmente ripiegati nella forma citosolica di Bax, 
quando questo viene attivato si spostano in modo da consentire l’esposizione 
dell’elica C-terminale. L’importanza di questa estremità N-terminale nella 
regolazione di Bax è evidenziata dal fatto che la sua delezione incrementa 
l’abilità di Bax ad oligomerizzare sul mitocondrio (Cartron et al., 2002). Non 
è ancora chiaro se l’attivazione di Bax avvenga nel citosol o direttamente sul 
mitocondrio, infatti è improbabile che il dominio BH3 di un’altra proteina 
della famiglia, possa da sola competere con l’α-elica C-terminale di Bax, per 
il legame alla tasca formata dai domini BH1, BH2 e BH3, quindi la 
dimerizzazioe non può avvenire nel citosol senza la presenza di una forza 
che induca lo spostamento della nona α-elica (Suzuki et al., 2000). 
Comunque l’esposizione dell’elica C-terminale ne permette l’inserzione 
nella membrana mitocondriale esterna lasciando esposta al solvente la tasca 
idrofobia, che in questa forma è potenzialmente in grado di interagire con i 
domini BH3 di altre molecole di Bax per formare gli omo-oligomeri 
responsabili del rilascio di citocromo c. 

L’attivazione di Bak avviene esattamente nello stesso modo, con l’unica 
differenza che questa proteina è già presente sul mitocondrio e non deve 
traslocare dal citosol (Suzuki et al., 2000). 
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Korsmeyer e colleghi hanno osservato che, in seguito all’inserzione della 
forma tronca della “BH3-only protein” Bid (tBid) nella membrana 
mitocondriale esterna, il dominio BH3 di questa rimane esposto in 
superficie, dove lega temporaneamente la tasca idrofobica di Bax e/o Bak. 
Questa interazione promuove l’oligomerizzazione di Bax e/o Bak ed il 
rilascio di citocromo c dallo spazio intermembrana (Korsmeyer et al., 2000). 

Le proteine anti-apoptotiche Bcl-2 e Bcl-XL possono bloccare 
l’attivazione di Bax e di Bak formando degli eterodimeri sulla membrana 
mitocondriale esterna. Infatti, peptidi formati da 16 residui aminoacidici, che 
mimano il dominio BH3 di Bax, sono in grado di annullare il blocco 
esercitato dall’overespressione di proteine anti-apoptotiche e sono capaci 
anche di stimolare l’apoptosi in assenza di segnali di morte (Vieira et al., 
2002). È stato osservato che tali peptidi inducono la disgregazione 
dell’eterodimero Bcl-2/Bax e favoriscono l’interazione tra Bax e tBid e 
quindi la fuoriuscita di citocromo c dallo spazio intermembrana (Moreau et 
al., 2003). 

Gruppo III: formato da numerose proteine contenenti soltanto il dominio 
BH3, le cosiddette “BH3-only proteins”. Tra questi fattori, che hanno attività 
pro-apoptotica, vi sono Bid, Bad, Bim, Bik, Blk, Bmf, Hrk, Bnip3, Nix, 
Noxa e Puma. Le proteine di questo gruppo funzionano come molecole di 
integrazione di un vasto numero di segnali pro- ed anti-apoptotici 
(Kaufmann and Hengartner, 2001). Regioni simili al dominio BH3 sono 
state trovate in alcune proteine di mammiferi (Huang and Strasser, 2000). 

Questo gruppo di proteine è caratterizzato dalla presenza di un solo 
dominio di omologia con Bcl-2, il dominio BH3. Tale regione è un’α-elica 
anfipatica costituita da circa 16 residui aminoacidici (Chou et al., 1999). 

Studi genetici hanno dimostrato come le “BH3-only proteins” siano 
essenziali per l’inizio del programma di morte cellulare in C. elegans e nel 
topo. In C. elegans una mutazione “gain of function” (gf) della “BH3-only” 
EGL-1 provoca la morte anormale di un gruppo di neuroni. Questo effetto è 
invertito da un’altra mutazione gf, stavolta a carico di CED-9, che impedisce 
l’interazione di tale proteina con EGL-1. Questi risultati suggeriscono che 
EGL-1 attivi gli effettori del programma di morte andando a legarsi e quindi 
disattivando la proteina anti-apoptotica CED-9 (Puthalakath and Strasser, 
2002). 

Nei mammiferi le “BH3-only proteins” funzionano come molecole di 
integrazione dei segnali di morte (intrinseci ed estrinseci) e di quelli per la 
sopravvivenza (Puthalakath and Strasser, 2002). La presenza di queste 
proteine nella cellula è regolata sia a livello trascrizionale, infatti la loro 
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concentrazione aumenta in modo significativo in seguito all’induzione di 
apoptosi, sia tramite modificazioni post-traduzionali (Cheng et al., 2001). 

Per il loro diverso modo di funzionare queste molecole sono state divise 
in due sottogruppi: 

 “Bid-like”, ad esempio Bid e Bim, proteine capaci di attivare Bax e Bak 
direttamente, legandovisi tramite il proprio dominio BH3. Questo 
sottogruppo di proteine “BH3-only” risulta sequestrato da Bcl-2 e da Bcl-XL 
quando queste ultime proteine sono presenti, sulla membrana mitocondriale 
esterna, in eccesso rispetto a Bax e a Bak (Letai et al., 2002). 

 “Bad-like”, quali Bad e Bik, proteine in grado di indurre indirettamente 
la formazione degli omo-oligomeri di Bax e Bak sui mitocondri. Tramite la 
loro interazione con Bcl-2 e Bcl-XL, infatti, liberano tBid che era legato a 
queste proteine anti-apoptotiche, attivando così il rilascio di citocromo c 
(Letai et al., 2002). 

Bad lega Bcl-2 con un’affinità circa cinque volte superiore a quella di Bid 
e quindi spiazza facilmente quest’ultimo quando la sua concentrazione sui 
mitocondri è maggiore di quella di Bid. Ovviamente se Bcl-2 sequestra Bad 
sul RE, questa proteina “BH3-only” è molto meno disponibile sul 
mitocondrio per legare Bcl-2. A tal punto, poiché Bcl-2 rimane 
nell’eterodimero Bcl-2/Bid, Bid non può interagire con Bax e Bak per 
mediare il rilascio di citocromo c (Thomenius et al., 2003). 

Tra le “BH3 only proteins”, Bid è di particolare interesse poiché risulta 
essere il bersaglio di secondi messaggeri attivati da differenti segnali di 
morte. Bid è normalmente presente nel citosol in forma inattiva, il taglio ad 
opera di alcune proteasi, quali caspasi-8, granzima B e catepsine, genera un 
frammento C-terminale, detto tBid. Questo trasloca sul mitocondrio (Luo et 
al., 1998) e qui espone in superficie il proprio dominio BH3, il quale è in 
grado di interagire con Bax e Bak e di indurne l’oligomerizzazione sulla 
membrana mitocondriale esterna (Korsmeyer et al., 2000). La struttura 
tridimensionale di Bid, ottenuta con la tecnica della risonanza magnetica 
nucleare, mostra come la proteina abbia gli stessi elementi strutturali di Bcl-
2 e Bcl-xL, con due α-eliche idrofobiche circondate da sei eliche antipatiche. 
Bid, tuttavia, a differenza delle proteine antiapoptotiche contiene un’extra α-
elica, tra la α1 e la α2 di Bcl-xL, così che la terza elica corrisponde al 
dominio BH3 di Bcl- xL. Ile 88, Leu 92, Val 95 e Met 99 in Bid sono 
omologhi ai residui idrofobici del peptide BH3 di Bak, che è stato visto 
essere importati per il legame a Bcl- xL (Sattler et al., 1997). Nella struttura 
di Bid Val 95 e Met 99 sono esposti mentre Ile 88 e Leu 92 sono 
parzialmente nascosti. In questo modo è necessario un cambiamento nella 
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conformazione affinché il dominio BH3 di Bid, si possa legare come il 
dominio BH3 di Bak a Bcl-xL. Un’altra differenza tra Bid e Bcl-xL è 
l’assenza di un’α-elica corrispondente alla α7; infatti in Bid la α6 è seguita 
dall’elica C-terminale. La posizione di questa è simile a quella dell’elica α8 
in Bcl-xL. Il loop di connessione tra la seconda e la terza α-elica è molto 
mobile come in Bcl-xL e in esso si trovano i residui aminoacidici che 
vengono riconosciuti e tagliati dalle proteasi: Asp59 per la caspasi-8, Asp75 
per il granzima B ed Arg65 per gli enzimi lisosomiali (Stoka et al., 2001). Da 
questo quadro emerge che Bid è capace di innescare l’apoptosi in seguito a 
danni cellulari di vario tipo, vale a dire segnali interni ed esterni, derivanti 
sia dagli organelli cellulari sia dai microrganismi patogeni. 

In seguito all’attivazione, Bid perde le prime due eliche e parte del loop. 
La prima α-elica forma interazioni idrofobiche con il dominio BH3 della 
proteina nativa, quindi la rimozione in seguito all’attivazione porta 
all’esposizione della superficie idrofobica di BH3. In questo modo tBid è in 
grado di interagire con Bcl-xL. 
 
 

2.4 Autofagia 
 
L'autofagia è uno dei principali percorsi per la degradazione e il riciclo di 

macromolecole e organelli intracellulari nelle cellule eucariotiche (Klionsky 
and Emr, 2000). Come l’Apoptosi anche l’Autofagia è un processo 
fisiologico, che svolge un ruolo fondamentale nel turnover di proteine, RNA 
e altre molecole citoplasmatiche (Seglen et al., 1991; Mortimore et al., 
1996). Può agire anche come meccanismo di difesa contro l'invasione da 
parte di batteri o virus (Dorn et al., 2002; Kirkegaard et al., 2004). Inoltre è 
in grado di indurre un tipo di morte cellulare attiva, che differisce 
dall'apoptosi (Levine and Klionsky, 2004). L'autofagocitosi è indotta in 
risposta a diversi tipi di stress, come deprivazione di nutrienti e trattamenti 
ormonali (Lardeux and Mortimore, 1987; Van Sluijters et al., 2000). Ad 
esempio, in condizioni di affamamento, l'eliminazione di proteine e organelli 
non essenziali e il riciclo delle loro componenti può rappresentare una 
possibilità di sopravvivenza per le cellule. Tale processo, inoltre, risulta 
coinvolto in varie patologie umane (Shintani and Klionsky, 2004a), come 
cancro (Qu et al., 2003; Yue et al., 2003; Gozuacik and Kimchi, 2004), 
cardiomiopatie (Ueno et al., 2004) e diverse malattie neurodegenerative 
come Alzheimer, Parkinson e corea di Huntington (Yuan, 2003). 
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L'autofagia è un processo dinamico in cui le membrane subcellulari 
subiscono considerevoli modificazioni morfologiche (Klionsky and Ohsumi, 
1999; Kim e Klionsky, 2000). Porzioni di citoplasma, contenenti diversi 
organelli, vengono sequestrate all'interno di vescicole delimitate da doppie 
membrane, note come vacuoli autofagici o autofagosomi; tali vescicole, 
successivamente, si fondono con i lisosomi e il loro contenuto viene 
degradato e riciclato (Klionsky and Emr, 2000). 

Il meccanismo che porta alla formazione dei vacuoli autofagici sembra 
essere non specifico, ossia porzioni di citoplasma verrebbero casualmente 
sequestrate all'interno degli autofagosomi. Ma esistono anche prove di un 
processo selettivo; ad esempio, un recente lavoro, mostra come la proteina 
citosolica Ald6 si ritrovi all'interno di vacuoli autofagici in quantità tali da 
escludere un meccanismo casuale di sequestro (Onodera and Ohsumi, 2004). 
Allo stesso modo, nel processo noto come pexofagia si realizza il sequestro 
selettivo dei perossisomi e non di altri organelli (Hutchins et al., 1999); un 
meccanismo analogo è stato verificato anche per i cloroplasti (Niwa et al., 
2004) e probabilmente anche i mitocondri, in determinate condizioni, vanno 
incontro a un fenomeno di sequestro specifico all'interno di vacuoli 
autofagici (Xue et al., 2001). Inoltre, esistono diversi studi che mostrano 
come sia batteri patogeni e virus, sia proteine irregolari vengano in qualche 
modo identificate e degradate via autofagocitosi (Larsen and Sulzer, 2002; 
Kirkegaard et al., 2004). In questi ultimi casi, il meccanismo alla base della 
selezione del contenuto dei vacuoli autofagici non è stato ancora chiarito. 

Grazie a studi condotti sul lievito Saccharomyces cerevisiae, è stato 
possibile scoprire i geni coinvolti nell'autofagia, noti come geni Atg 
(Matsuura et al., 1997; Reggiori and Klionsky, 2002; Klionsky et al., 2003), 
e descrivere i meccanismi molecolari alla base di questo processo (Noda et 
al., 1995; Klionsky and Emr., 2000). 

 Si possono distinguere diverse fasi: induzione dell'autofagia, formazione 
di autofagosomi, fusione con i lisosomi e degradazione del contenuto dei 
vacuoli autofagici. 

 
a) Induzione dell'autofagia 
L'autofagia, come accennato, è un processo che può essere regolato dalla 

presenza/assenza di nutrienti; in condizioni ottimali viene inibita, nel caso di 
affamamento viene indotta. Devono esistere, quindi, dei meccanismi che 
permettono di avvertire le condizioni esterne e trasdurle in un appropriato 
segnale intracellulare che, infine, rende possibile il controllo degli elementi 
alla base dell'autofagocitosi. Uno dei principali regolatori di questo processo 
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è la proteina chinasi Tor (“Target of rapamycin”) (Carrera, 2004), che 
inibisce l'autofagia in presenza di quantità basali oppure ottimali di nutrienti. 
Nelle cellule di animali, Tor è regolato dall'azione di un enzima noto come 
fosfatidilinositolo-3-OH chinasi di classe I (PI(3)K). Tale enzima viene 
attivato in seguito al legame di un ligando al suo recettore, come ad esempio 
il recettore dell'insulina (InR), la quale viene prodotta in risposta al cibo. 
L'attivazione della PI(3)K permette l'ancoraggio alla membrana e la 
conseguente attivazione della Akt/proteina chinasi B (Akt/PKB) e della 3-
fosfoinositide-dipendente proteina chinasi 1 (PDK1). Tali eventi portano 
all'inibizione del processo autofagico (Codogno and Meijer, 2004) tramite 
l'attivazione di Tor, che impedisce la trascrizione dei geni alla base 
dell'autofagocitosi. Nelle cellule di eucarioti superiori il processo autofagico 
è finemente regolato e comporta l'azione di numerosi elementi come diverse 
chinasi, fosfatasi, proteine G eterotrimeriche e fattori di trascrizione 
(Talloczy et al., 2002; Codogno and Meijer, 2004; Furuta et al., 2004). 

 
b) Formazione di autofagosomi 
In seguito all'induzione dell'autofagia, nel citoplasma cominciano a 

formarsi delle vescicole delimitate da doppia membrana, in questo modo 
diverse componenti citosoliche risultano sequestrate al loro interno 
(Klionsky and Ohsumi, 1999). L'origine di tali membrane non è del tutto 
chiara; secondo alcune osservazioni, almeno per quanto riguarda le cellule 
animali, sembrano derivare dal reticolo endoplasmatico (Rich et al., 2003). Il 
sequestro di componenti citoplasmatiche, processo non ancora del tutto 
chiarito, risulta essere altamente regolato dall'azione di numerose proteine. 
Sempre, grazie a studi sul lievito si è verificato che i fattori coinvolti nella 
formazione dei vacuoli autofagici comprendono due proteine ubiquitina-
simili (Ubl): Atg8 e Atg12 (Ohsumi, 2001). Atg8 viene processata da una 
proteasi a cisteina, nota come Atg4, che opera il taglio proteolitico 
dell'arginina localizzata al C-terminale; questo porta all'esposizione di una 
glicina che permette la formazione di un legame covalente con la 
fosfatidiletanolammina (PE) (Ichimura et al., 2000). La formazione di Atg8-
PE è resa possibile dall'azione di un enzima E1 simile, noto come Atg7 (Kim 
et al., 1999) e da un enzima E2 simile, noto come Atg3 (Mizushima et al., 
1998). La conversione di Atg8 da proteina solubile a proteina associata a 
membrana (Huang et al., 2000) è di fondamentale importanza per la 
formazione degli autofagosomi. Nel caso di Atg12, la funzione di enzima E1 
è svolta sempre da Atg7, mentre quella di enzima E2 è svolta da Atg10. 
Grazie all'azione di questi enzimi Atg12 viene covalentemente legata a Atg5 
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(Kemataka et al., 1996); una terza proteina, Atg16, si lega al coniugato 
Atg12-Atg5 e porta alla formazione di un complesso tetramerico 
(Mizushima et al., 1999), importante nella fase di formazione dei vacuoli 
autofagici. Reazioni del tutto analoghe a quelle appena descritte si verificano 
anche nelle cellule di animali (Mizushima et al., 1999). 

 
c) Fusione con i lisosomi e degradazione del contenuto dei vacuoli 

autofagici 
La fusione tra la membrana esterna degli autofagosomi e quella dei 

lisosomi avviene grazie a diverse molecole di superficie come Vam3, Vam7, 
Vti1 e Ykt6 che fanno parte della famiglia delle SNARE e che sono 
coinvolte in fenomeni di fusione di membrane in diversi contesti cellulari 
(Sato et al., 1998); Ypt7, che è un membro della famiglia delle Rab GTPasi, 
anche queste implicate nella fusione di membrane (Kim et al., 1999); il 
complesso di proteine Vps di classe C (Sato et al., 2000) e numerose altre. 

In seguito alla fusione, all'inteno dei lisosomi si trovano vacuoli 
autofagici delimitati da un solo strato lipidico, che vengono detti corpi 
autofagici, per distinguerli dai vacuoli delimitati da una doppia membrana. 
Tali corpi vengono efficientemente degradati e il loro contenuto idrolizzato 
fino alle componenti più semplici come aminoacidi, zuccheri, acidi grassi e 
nucleotidi, che vengono riciclati per la sintesi di componenti essenziali. La 
degradazione dipende dal pH acido del lume lisosomiale e dall'azione di 
diversi enzimi, tra cui la proteinasi B (Nakamura et al., 1997). Altre due 
proteine sembrano essere coinvolte in tale fase: Atg15, che possiede una 
sequenza simile a quella della famiglia delle lipasi, e Atg22, proteina 
integrale di membrana coinvolta nella degradazione dei corpi autofagici 
(Teter et al., 2001). 
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Figura IV. Schematizzazione delle due vie di morte cellulare PCD. 
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3. Transglutaminasi 
 
 
Le transglutaminasi (TG) sono enzimi che negli eucarioti svolgono 

funzioni pleiotropiche, quali: ematopoiesi e coagulazione del sangue, 
spermatogenesi e formazione dell’involucro dell’uovo (corion) dopo la 
fertilizzazione, miofibrillogenesi, costruzione dell’epidermide e del sistema 
nervoso centrale e periferico. Le TG sono attive anche durante lo sviluppo 
del cuore, dei polmoni, delle ghiandole salivari, della cornea e in molti altri 
processi biologici che richiedono la formazione rapida di legami covalenti 
tra le proteine. 

Alcune TG funzionano anche durante la formazione del citoscheletro, 
modulando le interazioni proteina-proteina, e durante l’apoptosi. 

Il mancato funzionamento di tali enzimi può causare malattie ereditarie 
ed autoimmuni, nonché disordini neurodegenerativi e danni infiammatori 
(Lorand and Graham, 2003). 

Le TG formano una famiglia di enzimi Ca2+ dipendenti, intra- ed extra-
cellulari, che catalizzano la formazione di legami crociati tra catene 
polipeptidiche, in cui i gruppi γ-carbossi-ammidici dei residui di glutammina 
di un peptide fungono da donatori acilici, e gli ammino-gruppi della lisina di 
un’altra catena peptidica funzionano da accettori. La reazione porta alla 
formazione di γ-ammidi monosostituite dell’acido glutammico e alla 
liberazione di ammoniaca. La formazione di questi legami covalenti 
determina la comparsa di polimeri proteici, tanto stabili da resistere alla 
degradazione proteolitica (Rothnagel and Rogers, 1984). 

 
Tra le proteine appartenenti a questa famiglia troviamo: 
TG1, o TG epidermica (Goldsmith et al., 1974; Kim et al., 1992), TG2 o 

TG tissutale, TG3 (Kim et al., 1993), Banda 4.2 (Korsgren et al., 1990), TG5 
o TGX (Grenard et al., 2001), TG6 o TGY (Grenard et al., 2001), Fattore 
XIII o TG plasmatica (Lorand and Conrad, 1984), TGp (Ho et al., 1992), 
TGZ (Grenard et al., 2001). 

 
 
3.1 Transglutaminasi 2 (TG2) 
 
Nei mammiferi più del 90% dell’attività transglutaminasica totale è a 

carico della transglutaminasi 2 (TG2) (Connellan et al., 1971; Fesus and 
Thomazy, 1988; Piacentini et al., 1986). Questa transglutaminasi è stata 



Dottorato in Biologia Cellulare e Molecolare 

29 

purificata per la prima volta da un omogenato di fegato, e il suo peso 
molecolare si aggira intorno agli 80 KDa (Ikura et al., 1988). 

La TG2, abbondantemente presente in forma solubile nel citosol delle 
cellule (80%), compare anche nel nucleo e sull’involucro nucleare (5%) e 
nel plasma (15%). Inoltre può essere secreta, con un meccanismo non ancora 
ben chiaro, per localizzarsi preferenzialmente a livello della superficie 
cellulare e della matrice extracellulare (Lorand and Graham, 2003). 

L’attività enzimatica della TG2, promuove la formazione di grandi 
complessi macromolecolari resistenti ad agenti denaturanti quali guanidina, 
urea e SDS (Rothnagel and Rogers, 1984), ed altamente insolubili in 
detergenti e agenti coatropici. La polimerizzazione dei precursori proteici 
conferisce anche un’elevata resistenza alla rottura meccanica e all’attacco 
chimico (Fesus et al., 1989; Folk, 1980), tanto che i polimeri possono essere 
distrutti solo tramite digestione proteolitica (Fesus et al., 1991). I residui di 
lisina, diammine (putrescina) e poliammine (spermidina e spermina), 
presenti in sequenze proteiche, possono svolgere il ruolo di accettori (Folk, 
1980; Piacentini et al., 1988a; Piacentini et al., 1988b). 

Oltre all’attività di “cross link”, fondamentale anche per la formazione 
dei corpi apoptotici, la TG2 può modificare le proteine post-
traduzionalmente, mediante incorporazione di ammine, acilazione o 
deamidazione e può anche funzionare da isopeptidasi Ca2+ dipendente (Fesus 
and Piacentini, 2002) e agire anche da proteina G. 

Inoltre, esposta sul lato esterno della membrana citoplasmatica, catalizza 
la formazione di legami crociati tra le proteine della matrice extracellulare. È 
stato dimostrato che l’attività enzimatica della TG2 è cruciale per la 
stabilizzazione delle giunzioni dermo-epidermiche, strutture costituite da 
filamenti di cheratina, emidesmosomi e membrana basale, che saldano i due 
strati della pelle. Vari componenti della membrana basale, compresa la 
laminina, l’osteonectina e la fibronectina, sono stabilizzati dai legami 
covalenti catalizzati dalla TG2 (Trask et al., 2001). È stato osservato che 
l’attività della TG2 è necessaria anche per la formazione dell’osso poiché nei 
complessi proteici, che promuovono la nucleazione e la crescita dei cristalli 
di idrossiapatite, osteonectina, osteopontina, fibronectina e collagene di tipo 
II e XI vengono “crosslinkati” dalla TG2 (Wozniak et al., 2000). 

Il contributo della TG2 all’organizzazione della matrice extracellulare è 
anche indipendente dalla sua attività catalitica e GTPasica. Questo enzima 
lega le integrine (site nella membrana plasmatica) alla fibronectina 
(localizzata nella matrice extracellulare), intensificando così l’adesione 
cellulare. Studi recenti dimostrano che la digestione della TG2, da parte delle 
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metalloproteasi di matrice, distrugge il pool di interazioni esistenti e 
promuove la metastatizzazione delle cellule tumorali (Lorand and Graham, 
2003). 

 
 
3.2 Struttura della TG2 
 
Il gene della TG2 umana mappa sul braccio lungo del cromosoma 20 

(Gentile et al., 1994), si estende per 32,5 kb e comprende 13 esoni e 12 
introni (Fraij and Gonzales, 1997). La sequenza primaria della TG2 è stata 
determinata in fegato di cavia (Ikura et al., 1988), aorta di bovino (Nakanishi 
et al., 1991), macrofagi di topo e cellule endoteliali umane (Gentile et al., 
1991). Questi studi hanno rivelato che la TG2 è una proteina monomerica di 
circa 690 aminoacidi, con un peso molecolare compreso tra 76 e 85 KDa 
(Aeschlimann and Paulsson, 1994). Il sito attivo è un residuo di Cys, in 
posizione 277 nell’uomo, localizzato nel core catalitico (Gentile et al., 
1991). Questo residuo di cisteina fa parte, insieme ai residui His335 e Asp358, 
della triade catalitica indispensabile per le reazioni acil-transferasiche (Fesus 
and Piacentini, 2002). La struttura tridimensionale della TG2 umana è stata 
determinata recentemente tramite cristallografia della proteina complessata 
con il GTP. Questa analisi ha permesso di identificare quattro domini 
distinti: 

un dominio “β-sandwich” all’N-terminale (da Met-1 a Phe-139); 
un “core” catalitico (da Ala-147 ad Asn-460); 
due domini “β-barrel” al C-terminale (il primo da Gly-472 a Tyr-583 e il 

secondo da Ile-591 a Ala-687 rispettivamente) (Liu et al., 2002; Yee et al., 
1994). 

Sembra che il dominio “β-sandwich” all’N-terminale contenga il sito di 
legame per le integrine e la fibronectina, mentre il sito di legame per il GTP 
è localizzato in una tasca idrofobica tra il “core” catalitico e il primo 
dominio β-barrel. Questa sequenza è codificata dall’esone 10 del gene della 
TG2, che presenta poche omologie di sequenza con gli esoni delle altre 
transglutaminasi. La triade catalitica è localizzata, invece, nel mezzo di un 
solco nel dominio catalitico, mentre il secondo dominio β-barrel contiene la 
sequenza di legame per la fosfolipasi C (Fesus and Piacentini, 2002). 

Esistono regioni molto conservate ricche in Glu/Gln e in Asp/Asn, 
intorno ai residui 450 e 470, indicate come potenziali siti di legame con il 
Ca2+ (Fesus and Piacentini, 2002). Questa ipotesi è avvalorata anche 
dall’analisi cristallografica, che individua il sito di legame per il Ca2+ proprio 
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verso la parte finale del loop, che connette il dominio catalitico al primo 
dominio β-barrel (Liu et al., 2002). 

 
 
3.3 Relazione tra espressione della TG2-apoptosi e funzione 

mitocondriale 
 
L’induzione del gene codificante per la TG2 ed il conseguente accumulo 

dell’enzima sono eventi rilevabili in tutti i casi in cui si osserva apoptosi, sia 
fisiologica (es. regressione ghiandola mammaria) che patologica (es. AIDS) 
(Melino and Piacentini, 1998). Inoltre, l’iperespressione della TG2 induce un 
aumento dei livelli di apoptosi in varie linee cellulari (Fesus et al., 1991; 
Piacentini et al., 1991a; Piacentini et al., 1991b), mentre l’inibizione della 
TG2, mediante trasfezione di cDNA antisenso, rende le cellule più resistenti 
a diversi stimoli apoptotici (Melino et al., 1994; Oliverio et al., 1999). 

Nel corso degli ultimi anni, vari studi hanno evidenziato come la TG2 
possa svolgere molteplici funzioni all’interno della cellula. Nella cascata di 
eventi che regolano il percorso apoptotico, oltre all’effetto stabilizzante che 
ha sui componenti cellulari frammentati, che finiranno nei corpi apoptotici, 
la TG2 potrebbe anche sensibilizzare le cellule all’apoptosi, interagendo con 
le molecole regolatrici delle prime fasi del processo. 

Nel nostro laboratorio, per caratterizzare a livello molecolare l’effetto 
prodotto dall’accumulo della TG2 nelle cellule, si è trasfettata la linea 
cellulare di neuroblastoma umano SK-N-BE(2) con il cDNA della TG2. Le 
cellule così ottenute, chiamate TGA, overesprimono l’enzima in maniera 
costitutiva. 

L’analisi morfologica di queste cellule ha mostrato come, anche in 
assenza di qualsiasi stimolo apoptotico, vi siano profonde variazioni 
nell’ultrastruttura dei mitocondri, quali ad esempio una maggiore densità 
elettronica della matrice mitocondriale ed un riarrangiamento delle creste. 
Queste differenze, inoltre, sono associate a caratteristiche funzionali 
specifiche: iperpolarizzazione costitutiva dei mitocondri, incremento della 
produzione di ROS ed abbassamento dei livelli intracellulari di GSH. 
L’iperpolarizzazione dei mitocondri, indotta dall’iperespressione della TG2, 
sensibilizza le cellule neuronali all’apoptosi e questa sensibilizzazione è 
indipendente dalla normale depolarizzazione dei mitocondri dovuta 
all’apertura dei pori PTP. Infatti, specifici inibitori di tali pori (ciclosporina 
A ed acido bongrechico) bloccano l’apoptosi ma non sono in grado di 
invertire l’iperpolarizzazione dei mitocondri nelle cellule trasfettate con la 
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TG2. Questa osservazione ha suggerito un coinvolgimento della TG2 nella 
regolazione della via mitocondriale. Infatti, le cellule che iperesprimono 
TG2 mostrano mitocondri iperpolarizzati ma non un aumento dei livelli di 
apoptosi spontanea, mentre dopo trattamento con l’induttore di apoptosi 
staurosporina, i mitocondri si depolarizzano molto velocemente e le cellule 
completano il processo apoptotico molto più rapidamente della linea 
cellulare parentale, la quale non esprime TG2. L’analisi dell’apoptosi, 
indotta in cellule TGA, ha evidenziato l’attivazione della via mitocondriale, 
la quale comporta il rilascio di citocromo c nel citosol e la traslocazione di 
AIF nel nucleo. Quindi, l’iperpolarizzazione dei mitocondri, indotta dalla 
TG2, non solo è indipendente dal rilascio di citocromo c ed AIF dallo spazio 
intermembrana dei mitocondri ma è anche un evento che precede la morte 
cellulare (Piacentini et al., 2002). Dal momento che circa il 30% della TG2 
presente nelle cellule TGA, è localizzato sulla membrana mitocondriale 
esterna e poiché la TG2, causando iperpolarizzazione dei mitocondri, rende 
queste cellule più suscettibili agli stimoli che convergono sul mitocondrio, si 
è ipotizzato che la TG2 eserciti un effetto modulatorio della via 
mitocondriale tramite interazione con una o più molecole pro- o anti-
apoptotiche della famiglia di Bcl-2. 

 
 
3.4 TG2 e malattie neurodegenerative 
 
Numerose evidenze indicano un coinvolgimento della TG2 nella 

patogenesi di alcune malattie neurodegenerative, quali la corea di 
Huntington ed il morbo di Alzheimer (Kim et al., 1999). La corea di 
Huntington è caratterizzata da un punto di vista genetico dall’espansione di 
triplette CAG (codificanti glutammina) nell’esone 1 del gene 
dell’huntingtina e patologicamente dalla morte di neuroni corticali e dello 
striato, i quali presentano particolari inclusioni intranucleari di huntingtina, 
associata ad altre proteine. Il tratto di poliglutammine dell’huntingtina 
mutata suggeriva che questa fosse un substrato ideale per l’attività 
crosslinkante della TG2 (Kim et al., 1999). Molto recentemente il nostro 
gruppo, incrociando topi knock-out per la TG2 con un modello per la corea 
di Huntington, ha dimostrato che in realtà la TG2 non partecipa alla 
formazione degli aggregati nucleari ma risulta coinvolta nella morte selettiva 
dei neuroni. Infatti, i topi affetti da corea di Huntington e privi di TG2 
presentano una diminuzione di morte neuronale, associata ad un 
miglioramento delle condizioni generali e ad una sopravvivenza maggiore. 
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Inoltre, le inclusioni proteiche, caratteristiche della malattia, non solo sono 
ancora presenti ma sono anche più numerose rispetto ai controlli 
(Mastroberardino et al., 2002). Gli individui affetti da morbo di Alzheimer 
mostrano un aumento dei livelli di espressione e di attività delle 
transglutaminasi, soprattutto TG1 e TG2, nei tessuti della corteccia e del 
cerebellum e presentano aggregati macromolecolari insolubili, che 
potrebbero contribuire al progressivo danno neurodegenerativo (Kim et al., 
1999). Infine, evidenze sperimentali sempre più numerose indicano come la 
TG2 svolga più di una funzione nella cascata di eventi che conducono alla 
morte cellulare per apoptosi (vedi paragrafo discussione). 
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4. Corea di Huntington 
 
 
La corea di Huntington (HD) è una malattia genetica, autosomica 

dominante, dovuta ad una mutazione del gene IT15 (Interesting Transcript 
15), che codifica per una proteina di circa 350 kDa denominata huntingtina. 
Tale gene ha una lunghezza di 180 kb ed è costituito da 67 esoni; all’interno 
del primo tratto codificante è presente una sequenza trinucleotidica “CAG” 
ripetuta, che viene tradotta in uno “stretch” di poliglutammine (poli-Q). Il 
numero di triplette, nei soggetti sani, varia tra 9 e 37, mentre nei malati può 
spaziare in un intervallo compreso tra 38 e 86 (Reed, 1993), fino al limite 
massimo, finora osservato, di 250 ripetizioni. 

Diversi studi hanno mostrato l’esistenza di una diretta correlazione tra la 
lunghezza del tratto “CAG” e il tasso di progressione dei sintomi clinici 
(Illarioshkin et al., 1994): maggiore è la lunghezza del tratto espanso più 
precoce è la comparsa dei primi segni e maggiore è la loro gravità. 

La malattia è caratterizzata dalla neurodegenerazione di determinate aree 
del sistema nervoso centrale, come la regione dello striato e la corteccia 
cerebrale, dove l'htt mutata tende a formare aggregati sia a livello citosolico 
che nucleare. 

Il malato presenta un grave quadro clinico caratterizzato da rigidità e 
movimenti involontari ed eccessivi, che possono interessare a caso qualsiasi 
segmento corporeo e che risultano più evidenti in condizioni di stress 
psicofisico. A poco a poco tali movimenti divengono più frequenti e fanno 
assumere al malato un’andatura instabile simile ad una danza (còrea), fino a 
condurlo ad una grave disabilità motoria che comporta una riduzione delle 
attività quotidiane e una perdita della capacità di pianificare ed eseguire 
azioni complesse (Rosenberg et al., 1995). Con il progredire della malattia 
possono comparire stati depressivi e di aggressività e, nel peggiore dei casi, 
disturbi psichici gravi quali demenza e psicosi. 

L’età d’insorgenza della malattia è variabile: esistono rare forme di corea 
giovanile associate a sintomi più gravi e ad un decorso più rapido (Campbell 
et al., 1961); in questi casi la trasmissione dell’allele mutato avviene 
prevalentemente per via paterna (Barbeau, 1970), sembra, a causa di 
differenze di espressione genica dovute a diverse modalità di metilazione del 
gene nei due sessi (Reik et al., 1987; Marx, 1988). In altri casi la malattia 
non compare prima dei 60 anni; ma in media i primi segni si manifestano tra 
i 30 e i 40 anni (Chandler et al., 1960). La malattia progredisce lentamente, 
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ma inesorabilmente, fino a condurre all’invalidità totale e quindi alla morte 
circa 15-20 anni dopo la comparsa dei primi sintomi. 

Le caratteristiche morfologiche salienti dei neuroni colpiti dalla corea di 
Huntington, messe in luce da uno studio del 1997, comprendono la 
formazione di strutture proteiche insolubili, ovvero di aggregati intracellulari 
a diversa localizzazione che, all’esame ultrastrutturale, appaiono come 
strutture sferiche fibrillo-granulari. 

 In particolare, è tipica la presenza di inclusioni neuronali intranucleari 
(NII) che, al microscopio elettronico, appaiono con una struttura fibrillare 
simile alle placche β-amiloidi dell’Alzheimer. Altre caratteristiche sono 
costituite da invaginazioni della membrana nucleare e dall’aumento della 
densità dei pori nucleari (Scherzinger et al., 1997). 

La formazione di inclusi nucleari è stata osservata anche in cellule 
diverse dai neuroni, come ad esempio nel muscolo striato e cardiaco, nel 
fegato a livello di epatociti e nelle isole di Langherans del pancreas. Tutti 
questi organi, con il progredire della malattia, sono soggetti ad un calo di 
peso (Sathasivam et al.,1999). Questi dati suggeriscono che la malattia 
colpisce l’organismo a livello sistemico e la neurodegenerazione rappresenta 
l’evento più eclatante. 

Nell’Huntington gli inclusi si trovano sia nel nucleo che nel citoplasma 
(Davies et al., 1997; Di Figlia et al.,1997; Sherzinger et al. 1997) e risultano 
costituiti dai frammenti della regione N-terminale dell’huntingtina mutata, 
generati in seguito ad un taglio proteolitico e contenenti il tratto poli-Q (Di 
Figlia et al., 1997). 

 Studi in vitro hanno dimostrato che la porzione N-terminale dell'htt è in 
grado di formare un maggior numero di aggregati rispetto alla proteina di 
lunghezza completa e che quest'ultima risulta meno tossica dell'htt 
frammentata (Cooper et al., 1998; Hackam et al., 1998; Martindale et al., 
1998). 

Il taglio proteolitico dell’huntingtina dà origine a due frammenti di 
diversa lunghezza: cp-A e cp-B. Gli inclusi nucleari sono costituiti dal 
frammento cp-A, mentre quelli citoplasmatici da entrambi i tipi di 
frammento; in realtà sia cp-A che cp-B sono in grado di entrare passivamente 
nel nucleo, ma cp-B possiede un dominio che, interagendo con delle proteine 
citoplasmatiche, impedisce l’attraversamento della membrana nucleare 
(Lunkes et al., 2002). Le proteasi che danno origine ai due frammenti 
appartengono alla famiglia delle endopeptidasi in grado di scindere i legami 
peptidici formati dall’acido aspartico (Lunkes et al., 2002), ma anche caspasi 
e calpaine sembrano essere coinvolte nel taglio dell’huntingtina (Kim et al., 
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2001). Attraverso analisi su modelli cellulari si è visto che la formazione di 
aggregati si autoinnesca e che si tratta di una polimerizzazione dipendente da 
nucleazione, ossia non si formano polimeri finché non si raggiunge una 
concentrazione critica di monomero, superata la quale, dopo un intervallo di 
tempo, si ha formazione di polimeri. La nucleazione è lo stadio limitante del 
processo, la cui velocità è direttamente proporzionale al numero di triplette 
“CAG” e alla concentrazione della proteina (Scherzinger et al., 1999). 
Questo tipo di cinetica spiegherebbe, almeno in parte, l’insorgenza tardiva 
della malattia. 

Si è ipotizzato che l’aggregazione sia dovuta alla formazione di legami 
idrogeno attraverso strutture polari a cerniera (polar zipper), o legami 
crociati (cross-links), catalizzati da enzimi denominati transglutaminasi 
(Green, 1993; Lorand, 1998; Mastroberardino et al., 2002) di cui ho parlato 
sopra. 

Per quanto riguarda la patogenicità degli aggregati studi in vitro, hanno 
mostrato che i inclusioni e malattia, non sono necessariamente legati; 
esperimenti su neuroni primari in coltura trasfettati con huntingtina mutata 
non hanno evidenziato una correlazione tra formazione di aggregati e 
citotossicità. In alcuni casi è stato osservato, anche, un legame tra inclusioni 
nucleari e riduzione della neurodegenerazione; questo fa ipotizzare che la 
formazione degli inclusi nucleari, in cui viene sequestrata l'htt mutata, possa 
rappresentare un estremo tentativo di difesa per la cellula (Saudou et al., 
1998). Questi risultati sono stati confermati anche da analisi in vivo che 
hanno mostrato come l'incremento delle inclusioni nucleari sia associata a un 
miglioramento del quadro clinico (Mastroberardino et al., 2002). 

Riguardo al meccanismo in base al quale la proteina causerebbe 
l’insorgenza della malattia sono state formulate due teorie: secondo una, la 
tossicità sarebbe legata all’acquisizione di nuove funzioni da parte 
dell’huntingtina mutata; secondo l’altra, la patogenicità sarebbe legata ad 
una perdita di funzione della proteina normale. 

Dai numerosi studi effettuati si può concludere che la corea di 
Huntington è una patologia duplice: da una parte c’è l’htt mutata che 
ha effetti dannosi per la cellula, dall’altra viene meno il ruolo 
protettivo svolto dalla proteina normale. 
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4.1 Apoptosi e corea di Huntington 
 
Secondo alcuni studi l'apoptosi sembra essere coinvolta anche nella corea 

di Huntington; ad esempio trasfettando colture primarie di neuroni striatali e 
ippocampali con un frammento aminoacidico rappresentante la porzione N-
terminale dell'htt mutata, si è verificato che l'apoptosi rappresenta la 
modalità attraverso cui si ha morte neuronale. Inoltre, se nelle cellule 
trasfettate vengono coespressi inibitori della morte, come BclXL, non si 
osserva più citotossicità da poliglutammine (Sadou et al., 1998). 

 Studi su topi transgenici, invece, sembrano escludere un “pathway” di 
tipo apoptotico; infatti se da un lato i neuroni in degenerazione mostrano 
condensazione nucleare e citoplasmatica, dall'altro non sono mai state 
riscontrate caratteristiche tipiche dell'apoptosi, quali il “blebbing” di 
membrane e la presenza di corpi apoptotici (Iannicola et al., 2000). Inoltre, 
la procedura TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyltransferase-Mediated UTP 
End Labeling), saggio d’indagine sull'apoptosi, che evidenzia la 
frammentazione della cromatina, dà risultati contrastanti; ad esempio, tale 
saggio risulta positivo per cellule striatali prelevate da cervelli di pazienti 
HD (Dragunov et al., 1995; Portera-Cailliau et al., 1995; Thomas et al., 
1995); d'altra parte, gli stessi esperimenti non danno risultati coerenti nel 
caso di neuroni striatali prelevati da topi transgenici, esprimenti l'htt mutata 
(Iannicola et al., 2000). Altri studi sulla morfologia dei neuroni in 
degenerazione, sia in modelli murini che in campioni autoptici umani, non 
hanno rivelato caratteristiche ultrastrutturali riconducibili all'apoptosi. Il 
rapido processo di morte cellulare programmata non sarebbe compatibile con 
la lentezza della neurodegenerazione (Turmaine et al., 2000). 

Le caspasi, fondamentali protagoniste del processo apoptotico, sembrano 
essere coinvolte in tale patologia, infatti l'htt presenta diversi siti di taglio 
specifici per tali enzimi come la caspasi-3, -2 e -6 (Wellington et al., 1998). 
Il taglio dell'htt da parte della caspasi-3 produce frammenti N-terminali 
contenenti il tratto poli-Q, la cui tossicità è stata già descritta. 

Numerose osservazioni hanno confermato che anomalie mitocondriali 
possono essere alla base di diverse malattie neurologiche, compreso il caso 
dell'HD (Schapira, 1997). 

In relazione ad alcuni risultati, è stata avanzata l'ipotesi che l'huntingtina 
mutata, alla base della patogenesi dell'HD, sia in grado di danneggiare i 
neuroni andando a interferire direttamente con le funzioni mitocondriali 
(Panov et al., 2002). A tale proposito si è visto che, in modelli animali, la 
somministrazione di inibitori del complesso II sono in grado di riprodurre le 
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caratteristiche cliniche tipiche dell'HD (Tabrizi et al., 1999 ). Gli stessi 
risultati si ottengono con la tossina mitocondriale 3NP (acido 3-
nitropropionico), che è in grado di riprodurre gli aspetti neurologici dell'HD 
umana (Sipione and Cattaneo, 2001; Rubinsztein, 2002). 

E' stato dimostrato che ad alterare l'attività mitocondriale è proprio l'htt 
mutata e non quella wild-type. I mitocondri, isolati da linfoblasti di pazienti, 
hanno mostrato una rapida depolarizzazione in risposta ad una riduzione 
della quantità di Ca2+, questo dato è stato confermato anche con mitocondri 
isolati da cervelli di topi transgenici (Panov et al., 2002). Questi ultimi, 
analizzati al microscopio elettronico, hanno mostrato che l'htt mutata si trova 
associata alla membrana mitocondriale dei neuroni; tale interazione sembra 
causare un'apertura anomala dei PTP (Permeability Transition Pore) 
attraverso i quali possono fluire verso il citosol diversi ioni, tra cui quelli 
Ca2+ (Panov et al., 2002). L'alterazione dell'omeostasi del calcio può causare 
un’attivazione delle caspasi che, infine, conducono all'apoptosi. In tale 
contesto, si può verificare l'attivazione di altri enzimi calcio-dipendenti come 
le calpaine, responsabili della proteolisi di vari polipeptidi, compresa la 
stessa htt wild-type (Kim et al., 2001), che svolge, come già detto, 
un'importantissima funzione protettiva sui neuroni (Rigamonti et al., 2000). 

In base a tali risultati, non si può affermare con certezza che l'apoptosi sia 
il meccanismo di morte alla base dell'HD, anche se le caspasi, enzimi che 
svolgono un ruolo fondamentale nel processo di morte cellulare 
programmata, sono ampiamente coinvolte in tale patologia. 

 
 
4.2 Autofagia e corea di Huntington 
 
In base a diverse osservazioni, si è cominciato a pensare all'autofagia 

come meccanismo alternativo di morte attiva nel caso di alcune malattie 
neurodegenerative, compresa la corea di Huntington (Yuan et al., 2003). Nel 
caso dell'HD si osserva, infatti, un incremento della presenza di 
autofagosomi a livello neuronale (DiFiglia et al., 1995; Sapp et al., 1997). 
L'espressione in vitro dell'htt mutata porta alla formazione di vacuoli 
autofagici htt-positivi (Kegel et al., 2000); questo fa ipotizzare un 
coinvolgimento di tale proteina nell'induzione del processo autofagico. Studi 
in vivo confermano un incremento di autofagia in cellule striatali di topi HD 
in seguito a stress ossidativo (Petersen et al., 2001). 

Ulteriori analisi hanno dimostrato che la degradazione del frammento N-
terminale dell'htt mutata avviene attraverso un meccanismo di autofagocitosi 
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(Ravikumar et al., 2002). Un recente lavoro ha messo in luce come la 
presenza di aggregati possa promuovere l'eliminazione dell'htt mutata 
andando ad attivare il processo autofagico grazie al sequestro, negli 
aggregati stessi, di mTOR, regolatore negativo dell'autofagia (Ravikumar et 
al., 2004). Altri lavori hanno mostrato che l'autofagia può facilitare la 
degradazione e l'eliminazione dell'htt mutata anche attraverso l'attivazione di 
enzimi quali caspasi e calpaine (Qin et al., 2003). D'altra parte un'eccessiva 
stimolazione di enzimi come le caspasi, associata ad un'alterata e/o 
insufficiente proteolisi, può aumentare la presenza di frammenti N-terminali 
(Qin et al., 2004), che, come già detto, sono in grado di interferire con 
diverse funzioni cellulari. 

Nelle fasi iniziali della malattia, l'autofagia sembra avere una funzione 
positiva promuovendo l'eliminazione dei frammenti N-terminali dell'htt 
mutata ed evitando, così, la loro attività citotossica. D'altra parte, in fasi 
tardive, un'eccessiva stimolazione del processo autofagico potrebbe divenire 
dannoso per la cellula in quanto responsabile della compromissione di interi 
organelli. 

 In conclusione, il legame tra autofagia e HD potrebbe essere dovuto ad 
un'eccessiva attivazione di enzimi come le caspasi associata ad una 
inefficiente proteolisi; ad alterazioni a livello di localizzazione e/o funzione 
di organelli come i mitocondri e ad una conseguente morte cellulare 
programmata (Qin et al., 2004). 
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Durante l’apoptosi mitocondrio-mediata, sui mitocondri convergono 
segnali sia estrinseci sia intrinseci, che inducono il rilascio di fattori proteici 
dallo spazio intermembrana al citosol, dove sono richiesti per l’attivazione 
delle caspasi (Green and Kroemer, 2004). Questi eventi sono associati con 
l’alterazione delle funzioni mitocondriali, inclusa la perdita del potenziale di 
membrana mitocondriale (MMP) (Reed and Kroemer, 2000), che si osserva 
anche durante l’autofagia. Nell’autofagia, infatti, la depolarizzazione della 
membrana mitocondriale è seguita dalla cattura di questi organelli negli 
autofagosomi (Elmore et al., 2001). Pertanto, la perdita del MMP può 
rappresentare o un evento precoce nell’apoptosi o un segnale associato 
all’autofagocitosi dei mitocondri (Rodriguez-Enriquez et al., 2004). 

In precedenti lavori è stato dimostrato che la Transglutaminasi 2 (TG2), 
ampiamente descritta nell’introduzione, è uno dei pochi geni che sono indotti 
durante l’apoptosi (Fesus and Piacentini, 2002), inoltre è stato visto la TG2 
si localizza sui mitocondri e che la sua iperespressione porta a evidenti 
alterazioni mitocondriali (Piacentini et al., 2002). 

Nonostante si abbiano tutte queste informazioni, relative alla relazione tra 
espressione della TG2, alterazioni mitocondriali ed apoptosi, la precisa 
posizione di questo enzima, nella cascata di eventi che inducono la cellula a 
morire, non è stata ancora completamente chiarita. Quindi, lo scopo di parte 
della tesi di dottorato è stato quello di verificare, a livello molecolare, quali 
siano le eventuali interazioni tra la TG2, che durante l’apoptosi è 
abbondantemente presente sui mitocondri, e le proteine implicate nella 
regolazione della via mitocondriale dell’apoptosi. L’analisi della sequenza 
primaria della proteina ha portato all’identificazione di un dominio della 
TG2, il quale presenta un’elevata omologia col dominio BH3 delle proteine 
della famiglia di Bcl-2 a cui appartengono proteine che controllano 
l’omeostasi mitocondriale e mediano il rilascio dei fattori pro- ed anti-
apoptotici dai mitocondri.. Il ruolo biologico di questo dominio è stato 
studiato mediante l’uso di peptidi che lo mimano, i quali hanno portato 
all’identificazione di Bax quale interattore della TG2 a livello mitocondriale. 

Contemporaneamente il nostro gruppo si è occupato dello studio del 
possibile coinvolgimento della TG2 come modulatore della morte cellulare, 
nella corea di Huntington (HD). Infatti, è noto che, mentre la 
sovraespressione della TG2 nelle cellule neuronali, favorisce la morte 
cellulare, inducendo alterazioni mitocondriali e stress ossidativo (Piacentini 
et al., 2002), l’incrocio di topi transgenici (HD) R6/1 con topi knock out per 
la TG2, porta ad una ridotta morte cellulare, un significativo miglioramento 
dei movimenti ed una sopravvivenza prolungata (Mastroberardino et al., 
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2002). Ciò è comunque indipendente dalla capacità della TG2 a formare le 
inclusioni intranucleari mediante l’attività transglutaminasica (Bailey and 
Johnson, 2005). 

Nell’Huntington la causa del processo degenerativo, sono l’acquisizione 
di funzione tossica da parte dell’huntingtina mutata e la perdita di funzione 
protettiva da parte della proteina normale. Entrambi questi eventi, come già 
descritto nell'introduzione, portano a numerose alterazioni cellulari, che 
coinvolgono anche i mitocondri. Tali alterazioni mitocondriali possono, in 
alcuni casi, portare a morte cellulare, che può manifestarsi sia come apoptosi 
che come autofagia. 

Quindi, alla luce di quanto detto, nella seconda parte della tesi, mi sono 
occupata dello studio del ruolo delle evidenti alterazioni mitocondriali che si 
osservano nelle cellule HD. 

Per gli esperimenti riportati in questa tesi, si è utilizzato un sistema 
cellulare rappresentato da linfociti ottenuti da pazienti HD e immortalizzati 
con il virus Epstein-Barr; infatti l'huntingtina, proteina ubiquitaria, viene 
espressa anche in queste cellule. I linfoblasti presentano alcune delle 
caratteristiche osservate nei neuroni HD, come proteolisi dell'htt mutata, 
alterazioni mitocondriali e vacuoli autofagici; d'altra parte, non essendo 
interessati dal processo degenerativo, permettono un'analisi diretta degli 
effetti dell'htt mutata rispetto a quella wild-type. Le linee cellulari sono state 
ottenute sia da pazienti eterozigoti sia da omozigoti. Studi recenti, focalizzati 
sulla ricerca di differenze tra eterozigoti e omozigoti, hanno evidenziato una 
più rapida progressione della malattia per questi ultimi (Squitieri et al., 
2003). Tale differenza potrebbe essere dovuta al fatto che, negli omozigoti, 
l'htt mutata è presente in doppia dose e il ruolo protettivo svolto dall'htt 
normale viene a mancare completamente. 

In questa tesi sono state analizzate le diverse vie di morte cellulare e le 
alterazioni mitocondriali nella corea di Huntington, attraverso uno studio 
comparativo tra eterozigoti e omozigoti. 
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1. Analisi della sequenza consensus BH3 vs TG2 
 
La sequenza consensus per il dominio BH3 è stata trovata in Prosite 

(http://expasy.org/prosite/S01259), banca dati dei domini conservati di verie 
proteine. Successivamente è stata confrontata la sequenza primaria della 
proteina TG2, trovata anch’essa nello stesso sito (http://www.expasy.ch/cgi-
bin/sprot-search-de) con la consensus ([LIVAT] - x(3) - L - [KARQ] - x - 
[IVAL] - G - D - [DESG] - [LIMFV] - [DENSHQ] - [LVSHRQ] - [NSR]), 
al fine di identificare un’eventuale omologia. 

 
 
2. Trasfezioni e colture cellulari 
 
La linea cellulare SK-N-BE(2), che non esprime a livelli rivelabili la 

Transglutaminasi 2 (TG2), deriva da una biopsia effettuata su un bambino 
affetto da neuroblastoma diffuso. Il clone TGA, che iperesprime la TG2, è 
stato ottenuto da esperimenti di trasfezione eseguiti precedentemente 
utilizzando la metodica del fosfato di calcio (Melino et al., 1994). Le cellule 
TGA sono state selezionate per mezzo di cotrasfezione stabile delle cellule 
SK-N-BE(2) con il costrutto pSV2Neo, contenente la resistenza alla 
neomicina, e con quello pSG5-TG2, che contiene il cDNA della TG2 nella 
sua completa lunghezza (3.3 Kb). 

Entrambe le linee cellulari sono cresciute in terreno di coltura Roswell 
Park Memorial Institute (RPMI 1640, GIBCO), addizionato di L-glutamina 2 
mM, penicillina 100 i.u./ml, streptomicina 100mg/ml (Sigma) e siero fetale 
di vitello (GIBCO), inattivato a 58°C, ad una concentrazione del 10%. Le 
cellule sono state incubate a 37°C, in atmosfera umida al 5% (v/v) di CO2. 

 
 
3. Peptidi sintetici 
 
I peptidi sono stati sintetizzati dalla Sigma Genosis, ad una purezza 

maggiore del 90% (HPLC) e controllati per mezzo di spettrometria di massa. 
I peptidi presentano la seguente sequenza: 

ANT: Biot-RQIKIWFQNRRMKWKK 
ANT-BH3TG2: Biot-RQIKIWFQNRRMKWKKDVNOKFLKNAGRDCSR 
ANT-BH3Bax: Biot-RQIKIWFQNRRMKWKKKKLSECLKRIGDELDS 

Tutti i peptidi prima di essere usati sono stati risospesi in DMSO alla 
concentrazione 1mM. 
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4. Studio della morte cellulare e dell’apoptosi 
 
Il saggio della morte cellulare delle cellule SK-N-BE(2), trattate con i 3 

peptidi e con Staurosporina (STS, Sigma), è stato eseguito utilizzando un 
metodo colorimentrico (CellTiter Proliferation Assay, Promega). Questo 
metodo colorimetrico permette di determinare il numero di cellule rimaste 
vitali e il numero di cellule morte dopo un trattamento. Il reagente per il 
saggio contiene il composto del tetrazolio MTS (3-(4,5-dimetiltiazolo-2-yl)-
5-(3-carbossimetossifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio,sale interno) ed il 
reagente elettronico accoppiato PES (fenazina etosolfata). Il composto MTS 
viene ridotto dalle cellule vitali in un prodotto colorato solubile, questa 
conversione è accompagnata dalla produzione di NADPH o NADH ad opera 
di deidrogenasi delle cellule metabolicamente attive. Le cellule sono state 
seminate (1-2 x104) in piastre da 96 pozzetti, in 0,2 ml di terreno completo. 
Dopo 24 h sono state lavate con terreno (con e senza FCS) e trattate con i 
peptidi (50µM) e con STS. Per la determinazione della morte cellulare, ai 
tempi indicati, sono stati aggiunti 20µl di reagente alle cellule, che sono state 
successivamente incubate per 1-4 h a 37°C in atmosfera umida di CO2 al 
5%. Per misurare la quantità di prodotto colorato, rilasciato dalle cellule 
vitali, è stata registrata l’assorbanza a 490nm allo spettrofotometro. 

L’apoptosi, indotta nelle cellule SK-N-BE(2) dal trattamento con i peptidi 
con e senza ciclosporina A, è stata valutata per mezzo di citometria a flusso 
dopo doppia colorazione con annessina V coniugata con il fluorocromo 
FITC (fluorescina-isotiocianato) e ioduro di propidio (PI). L'annessina V, in 
presenza di ioni Ca ++  è in grado di legare selettivamente la PS, 
amminofosfolopide normalmente presente solo nel foglietto interno della 
membrana plasmatica, il quale, durante le fasi iniziali del processo 
apoptotico, viene esposto sulla superficie esterna della membrana. Lo ioduro 
di propidio è un intercalante del DNA. 

Le cellule sono state seminate in fiasche da 25 cm2 in terreno completo e 
dopo 24 h trattate con i peptidi con e senza Ciclosporina A (CsA, Sigma). La 
CsA è stata aggiunta prima del trattamento con i peptidi ad una 
concentrazione 1 mM per 15 minuti. Dopo i trattamenti le cellule sono state 
staccate, lavate due volte nello specifico tampone contenente Ca ++  e 
centrifugate a 1500 rpm per 5 minuti; in seguito sono state risospese in un 
volume standard (500 � l) dello stesso tampone a cui sono stati aggiunti 5 � l 
di annessina V-FITC e 5 � l di PI e incubate a temperatura ambiente al buio 
per 5’. Quindi, sono state analizzate utilizzando un citofluorimetro a flusso 
FACScan (Becton-Dickinson). La fluorescenza è stata misurata tra 565 e 605 
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nm e sono stati acquisiti almeno 10000 eventi. Questi sono stati analizzati 
utilizzando il programma CellQuest. Tutti i dati riportati rappresentano il 
valore medio di almeno quattro esperimenti separati ± la deviazione 
standard. L’analisi statistica è stata effettuata utilizzando Student’s t-test. 
Solo i valori inferiori a 0.01 sono stati considerati significativi. 
 
 

5. Misura del potenziale della membrana mitocondriale 
 
Il potenziale della membrana mitocondriale (Δψm) è stato valutato con 

tecniche citofluorimetriche utilizzando una sonda fluorescente: lo ioduro 
5,5',6,6'-tetracloro-tetraetilbenzimidazolcarbocianina (JC-1, Molecular 
Probes). JC-1 è un colorante metacromatico che, sensibile alle variazioni di 
voltaggio, è in grado di cambiare, in modo reversibile, la sua lunghezza 
d'onda d'emissione al variare del Δψm. Questa proprietà è dovuta alla 
formazione di aggregati in seguito all'incremento del Δψm che provoca uno 
spostamento della lunghezza d'onda della fluorescenza emessa da 530nm 
(JC-1 monomeri, verde) a 590nm (JC-1 aggregati, rosso) quando la molecola 
viene eccitata a 590 nm. L'utilizzo di questa sonda in citofluorimetria 
permette sia studi qualitativi (considerando lo spostamento dal verde al 
rosso), che quantitativi (considerando l'intensità della fluorescenza). 

Le cellule, dopo 1 h di trattamento con il peptide, con e senza CsA, sono 
state incubate con JC-1 10 µM per 15 minuti a 37°C al buio e, infine, 
analizzate al citofluorimetro FACScan (Becton-Dickinson). Per valutare i 
cambiamenti del potenziale di membrana mitocondriale, i parametri dello 
strumento sono stati settati su cellule di controllo non trattate, quindi sono 
stati acquisiti gli altri campioni usando gli stessi parametri. 

 
 
6. Immunofluorescenza 
 
Le cellule SK-N-BE(2) sono state trattate con il peptide TG2-BH3 50 µM 

per 1 h, sono state lavate 1 volta in PBS e fissate in paraformaldeide al 
4%/acido picrico allo 0.19%. Dopo il fissaggio sono state risciacquate 3 
volte con PBS e permeabilizzate con 0.1% SDS (o TX-100) in PBS per 10’ a 
temperatura ambiente. 

Le cellule sono state lavate 3 volte con PBS e bloccate per 20’ in FBS al 
10% in PBS 0.1% SDS. 
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Per l’immunofluorescenza indiretta, sono stati usati gli anticorpi primari: 
anti-Bax (N-20, µg/ml; 6A7 µg/ml) e anti-Hsp60 (SPA-806, 1 µg/ml, 
StressGen). Come anticorpi secondari sono stati utilizzati anticorpi coniugati 
al fluorocromo dell’Alexa (Molecular Probes). Prima di montare i vetrini per 
l’osservazione al microscopio, è stata eseguita la marcatura con il colorante 
Hoechst 33342 (Molecular Probes). I campioni sono stati osservati al 
microscopio a fluorescenza Nikon Eclipse TE200, munito di telecamera 
Coolsnap CCD. 

 
 
7. Analisi del rilascio del citocromo c in cellule vitali e mitocondri isolati 
 
Le cellule SK-N-BE(2) sono state seminate il giorno prima in terreno RPMI 

in piastre da 6 pozzetti (106 cellule per pozzetto), alle cellule sono stati forniti i 
peptidi in concentrazione 50 µM. Ai tempi indicati le cellule sono state staccate 
e raccolte, quindi sono state lavate una volta in PBS 1X e incubate per 10’ in 
ghiaccio con buffer ipotonico (2 mM MgCl2, 10 mM KCl, 10 mM Tris-HCl pH 
7.6, con una miscela di inibitori delle proteasi, Roche). Un volume uguale di 
buffer per l’omogenizzazione dei mitocondri 2X (450 mM saccarosio, 10 mM 
TES, 400 µM EGTA pH 7.2, 2 mM DTT) è stato aggiunto ai campioni che poi 
sono stati omogenati (50 strokes potter ) a 4°C. Il lisato cellulare è stato 
centrifugato due volte (10’, 900 g, 4°C) per rimuovere i nuclei e le cellule 
intatte, e il surnatante è stato centrifugato una volta (15’, 17000 g, 4°C) per 
recuperare il pellet mitocondriale. 

L’analisi del rilascio del citocromo c è stata condotta mediante Western Blot 
utilizzando un anticorpo monoclonale anti-cytc (65981A, BD PharMingen); 
come controllo della bontà della frazione mitocondriale è stato usato 
l’anticorpo che riconosce la citocromo c ossidasi mitocondriale (anti-COX, 
20E8-C12, Molecular Probes). 

 
 
8. Trattamento dei mitocondri coi peptidi 
 
Il pellet di mitocondri è stato risospeso in 500 µl di swelling buffer 1X (0,1 

M saccarosio, 0,5 M succinato di sodio, 50 mM EGTA pH 7.4, 1 M H3PO4, 0,5 
M MOPS, 2mM rotenone), tenuto in ghiaccio e usato entro 2 h dalla 
preparazione. I mitocondri (1mg proteine/ml) così ottenuti, sono stati trattati 
con i peptidi ad una concentrazione di 10 e 50 µM, in presenza e assenza di 
CsA 5 µg/ml per 20’ a temperatura ambiente. Successivamente si è eseguita 
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una centrifugazione a 10000 X g, 10’ a 4°C. Le proteine contenute nel 
supernatante, sono state concentrate e analizzate per Western Blot, utilizzando 
l’anticorpo monoclonale anti-cytc. 

 
 

9. Coprecipitazioni 
 
I mitocondri (0,5 mg), isolati dalle cellule SK-N-BE(2), sono stati trattati 

con peptidi TG2-BH3 e Bax-BH3, biotinilati all’estremità N-terminale, alle 
concentrazioni 5 e 10 µM, per 20’ a temperatura ambiente. Successivamente 
sono stati centrifugati a 10000g per 10’ e a 4°C, per eliminare il surnatante. Il 
pellet è stato lisato con CHAPS-IP buffer (10 mM HEPES, pH 7.4, 150 mM 
NaCl, 150 Mm KCl, 1% CHAPS) per 30’ in ghiaccio. 50 µl di sferette di 
avidina prelavate sono state aggiunte al lisato ed il tutto è stato incubato, 
agitando gentilmente, per 2 ore a 4°C. Successivamente le sferette sono state 
lavate 6 volte (600 X g, 5’, 4°C). Le proteine attaccate alle sferette sono state 
solubilizzate nel buffer Laemmli e rivelate tramite Western blot con l’anticorpo 
anti-Bax policlonale (N-20, Santa Cruz Biotechnology). 

 
 
10. Immunoprecipitazioni 
 
Le cellule TGA sono state seminate in terreno RPMI con siero, il giorno 

dopo sono state trattate e non con STS 1µM per 2 h, quindi tripsinizzate e 
lavate 2 volte con PBS freddo. Il pellet di cellule ottenuto è stato risospeso in 
CHAPS-IP, 30’ in ghiaccio, per indurre la rottura delle membrane, quindi si è 
centrifugato a 14000 X g a 4°C per 10’. Per effettuare le immunoprecipitazioni 
abbiamo utilizzato le Dynabeads Proteina G. 500 µg di proteine totali sono 
state preincubate con 50 µl di Dynabeads-proteina G (Dynal), lavate 
precedentemente, per 1h a 4°C in agitazione. Successivamente mediante un 
magnete, si sono allontanano le Dynabeads, si sono aggiunti 5 µg di anticorpo 
anti-TG2 monoclonale (Neomarkers, CUB 7402), anti-Bax N-20 policlonale 
(Santa Cruz), anti Bax 6A7 monoclonale (BD-Pharmingen) e di nuovo 50 µl di 
Dynabeads-proteina G (Dynal), lavate precedentemente. Dopo un incubazione 
di 4 h o o.n. le beads sono state recuperate con il magnete e lavate 6 volte con 
CHAPS-IP buffer. Le proteine immunoprecipitate, sono state staccate dalle 
beads bollendo in Sample Buffer, corse su gel 4-12% Nu-PAGE (Invitrogen) e 
rivelate tramite Western Blot con gli anticorpi anti-TG2 (0,2 µg/ml), anti-Bax 
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(N-20, 0,2µg/ml; 6A7, 1 µg/ml) e anti-Bak (0,2 µg/ml (Neomarkers, CUB 
7402). 

 
 

11. Analisi delle proteine substrato della TG2 
 
Le cellule TGA sono state cresciute in presenza di 5 mM 5-

(biotinamide)pentilamina (EZ-link, Pierce) e trattate con STS 1µM, per 2 h, in 
presenza o assenza dell’inibitore delle caspasi benzyloxycarbonil-val-ala-dl-
asp-fluoro-methylketone (zVAD-FMK, Promega) 100 µM. Successivamente le 
cellule sono state staccate, raccolte e lisate con il buffer CHAPS-IP. I substrati 
della TG2 biotinilati sono stati separati su gel 4-12% Nu-PAGE. Dopo il 
trasferimento sulla nitrocellulosa, i substrati della TG2 sono stati rivelati 
mediante streptavidina coniugata alla perossidasi (Amersham Biosciences). I 
mitocondri dalle stesse cellule sono stati isolati e dopo la lisi in CHAPS IP 
buffer, i substrati della TG2 sono stati isolati mediante particelle 
paramagnetiche di streptavidina (MagneSphere, Promega). Le proteine sono 
state corse su gel 4-12% Nu-PAGE e rivelate tramite Western Blot con 
l’anticorpo anti-Bax N-20. 

 
 
12. Colture cellulari linfoblastoidi 
 
Le linee cellulari sono linfoblasti umani gentilmente concessi dalla 

Neurogenetics Unit of IRCCS Neuromed di Isernia. I linfoblasti sono stati 
ottenuti attraverso l'immortalizzazione, con il virus Epstein Barr, di linfociti 
prelevati da sangue periferico. 

La linea HD2304 è stata ottenuta da un volontario sano e costituisce il 
controllo, il numero di triplette CAG a livello del gene IT15 è inferiore a 36; 
la linea HD-HE48 è costituita da linfoblasti HD eterozigoti con un numero di 
ripetizioni CAG pari a 48; la linea HD-HE100 rappresenta linfoblasti HD 
eterozigoti overespansi (numero di triplette CAG superiore a 100); infine la 
linea HD-HO42/50 costituisce linfoblasti HD omozigoti caratterizzati da un 
numero di ripetizioni CAG compreso tra 42 e 50. 

Le cellule sono state cresciute in terreno di coltura Roswell Park 
Memorial Institute (RPMI 1640, GIBCO), addizionato di L-glutamina 2 
mM, penicillina 100 i.u./ml, streptomicina 100mg/ml (Sigma) e siero fetale 
di vitello (GIBCO), inattivato a 58°C, ad una concentrazione del 10%. Le 
cellule sono state incubate a 37°C, in atmosfera umida al 5% (v/v) di CO

2
. 
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13. Induzione e analisi della morte cellulare 
 
Per l'analisi della morte cellulare al citofluorimetro, i linfoblasti sono stati 

seminati in piastre da coltura alla concentrazione di 5x10 5 /ml in terreno 
RPMI e sono stati sottoposti ai seguenti stimoli : 

1. 1 µM STS per 18 h 
2. privazione di nutrienti: le cellule sono state cresciute in terreno RPMI 

privo di siero fetale di vitello (GIBCO) per 72 ore al fine di indurre 
autofagia. 

Le cellule così trattate e quelle di controllo non trattate, sono state 
sottoposte a preincubazione con 50 µM di inibitore delle caspasi (zVAD-
FMK, Chemicon International, Temecula, CA, USA) e con 10 mM di 
inibitore di autofagia 3 metil-adenina (3-MA, Sigma). La morte cellulare è 
stata valutata per mezzo della citometria a flusso dopo doppia colorazione 
con annessina V coniugata con il fluorocromo FITC (fluorescina-
isotiocianato) e ioduro di propidio (PI). I campioni sono stati acquisiti 
mediante un citofluorimetro FACScan (Becton-Dickinson) e analizzati 
utilizzando il programma CellQuest. 

 
 
14. Microscopia elettronica 
 
La microscopia elettronica a trasmissione (TEM) permette lo studio dei 

dettagli ultrastrutturali di un campione biologico. 
Le cellule sono state fissate in glutaraldeide 2.5% per 2 h e OsO

4
 1% in 

tampone cacodilato (0.2M, pH 7.2) per 1 h; in seguito sono state disidratate 
mediante un gradiente di etanolo e infiltrate con una resina epossidica (Agar 
Aids, Cambridge), che viene fatta polimerizzare a 65°C per 48 h. Grazie 
all'utilizzo di particolari strumenti denominati ultramicrotomi si ottengono 
delle sezioni ultrasottili (tra 60 e 100 nm), che vengono contrastate con 
acetato di uranile al 2% in acqua distillata per 40’ al buio e con citrato di 
piombo per 5’ in ambiente anidro. A questo punto le sezioni possono essere 
osservate e fotografate tramite il microscopio elettronico a trasmissione 
(Philips EM208S). 
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15. Misura del potenziale della membrana mitocondriale 
 
Il potenziale della membrana mitocondriale (Δψm) è stato valutato con 

tecniche citofluorimetriche utilizzando la sonda JC-1 come descritto sopra. 
Le cellule, alla concentrazione di 5x10 5 , trattate come descritto sopra, 

sono state incubate con JC-1 10 µM per 15 minuti a 37°C al buio e, infine, 
analizzate al citofluorimetro FACScan (Becton-Dickinson). Per valutare i 
cambiamenti del potenziale di membrana mitocondriale, i parametri dello 
strumento sono stati settati su cellule di controllo non trattate, quindi sono 
stati acquisiti gli altri campioni usando gli stessi parametri. 

 
 
16. Microscopia a fluorescenza 
 
La monodansilcadaverina (MDC) è una sostanza autofluorescente in 

grado di marcare selettivamente gli autofagosomi. 
 I linfoblasti sono stati incubati con MDC (Sigma) 50 µM in PBS per 10’ 

a 37°C. I compartimenti acidi invece, sono stati marcati utilizzando il Liso 
Tracker Red (LTR, Molecular Probes), una sonda fluorescente in grado di 
marcare specificamente compartimenti dal contenuto acido come i lisosomi. 

Il LTR è stato aggiunto al terreno di coltura alla concentrazione finale di 
1 µM per 15’ a 37°C. In seguito il pellet di cellule è stato fissato con 
paraformaldeide al 4% per 1 h a temperatura ambiente. Dopo essere stato 
lavato con PBS, sono stati allestiti dei vetrini utilizzando il Cytospin 
(Shandon Cytospin 4 Control) a 1300 rpm per 10’. I vetrini sono stati 
analizzati al microscopio a fluorescenza (Nikon Microphot). 
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1. Identificazione ed analisi del dominio BH3 della TG2 
 
Il rilascio di citocromo c dallo spazio intermembrana dei mitocondri è 

mediato dai membri pro-apoptotici della famiglia di Bcl-2, in particolare da 
Bax e Bak. Le interazioni che queste due proteine stabiliscono sia con i 
membri anti-apoptotici, Bcl-2/Bcl-XL, sia con le “BH3 only proteins”, 
Bid/Bad/Bim/ecc, modulano la loro attivazione, la formazione dei pori sulla 
membrana mitocondriale esterna e la depolarizzazione dei mitocondri. 
Queste interazioni proteina-proteina avvengono tramite il dominio BH3, 
comune a tutte le proteine della famiglia di Bcl-2 (Huang and Strasser, 
2000). 

Le alterazioni mitocondriali osservate nelle cellule overesprimenti TG2, 
così come l’abbondanza dell’enzima a livello mitocondriale, ci hanno 
indotto ad ipotizzare un possibile ruolo della TG2 nella modulazione 
dell’attività di una o più proteine della famiglia di Bcl-2. Tenendo presente il 
fatto che le interazioni tra queste proteine avvengono attraverso il dominio 
BH3, abbiamo analizzato la sequenza primaria della TG2 per verificare 
l’eventuale presenza di un dominio di questo tipo. L’analisi al computer, 
effettuata utilizzando la consensus per il dominio BH3 presente in banca dati 
(Prosite), ne ha confermato l’esistenza, infatti è stata identificata una regione 
di 15 aminoacidi, la quale presenta il 70% di omologia con il dominio BH3. 
La Figura 1a riporta l’allineamento della sequenza aminoacidica del 
dominio presente nella TG2, con quella dei domini BH3 di alcune proteine 
della famiglia di Bcl-2; si possono evidenziare delle caratteristiche 
importanti: 

- la sequenza del putativo dominio BH3 della TG2 differisce dalla 
consensus solo in tre aminoacidi: asparagina 200, arginina 209 e cisteina 
211; 

- la leucina in posizione 204, che sembra essere determinante per 
l’interazione BH3-mediata tra le proteine della famiglia di Bcl-2 (Moreau et 
al., 2003; Huang and Strasser, 2000; Wang et al., 1998), è conservata; 

- il putativo dominio BH3 della TG2, per composizione aminoacidica, 
risulta più simile a quello di Bcl-2 che non a quello delle altre proteine della 
famiglia di Bcl-2, lasciando supporre un’interazione con i membri pro-
apoptotici, Bax e/o Bak, piuttosto che con quelli anti-apoptotici, Bcl-2/Bcl-
XL (Letai et al., 2002). 

Inoltre, l’analisi della posizione del dominio BH3 rispetto alla struttura 
tridimensionale della TG2 (Figura 1b), indica come il dominio, formato da 
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due α-eliche in orientamento opposto, sia esposto al solvente e quindi 
potenzialmente in grado di interagire con altre proteine. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figura 1. (a) Allineamento di sequenza tra il dominio BH3 della TG2 e quello della famiglia 

Bcl-2. In giallo sono evidenziati gli otto amminoacidi conservati. Sequenza consensus da 
Prosite. (b) Struttura tridimensionale della TG2, il dominio BH3 (in rosso), si trova nel 
“core” catalitico (arancione) della proteina ed è strutturato in due α-eliche in orientamento 
opposto. In verde, il dominio “β-sandwich” all’N-terminale, in blu e in giallo i due domini 
“β-barrel” al C-terminale. 

TG2  200   NPKFLKNAGRDCSRR 214 
Bcl-2  93  VHLTLRQAGDDFSRR 107 
Bcl-xL 86  VKQALREAGDEFELR 100 
Bax   59   LSECLKRIGDELDSN 73 
Bak   74   VGRQLAIIGDDINRR 88 
Bid   86   IARHLAQIGDEMDHN 100 
 
           LxxxLKxIGDDLSRR 
           I   A V   EINLN 
           V   R A   SMEVS 
           A   Q L   GFDS 
           T          VHH 
                       QQ 

a 

b 
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2. Il peptide TG2-BH3 induce morte cellulare per apoptosi 
 
L’analisi della sequenza del dominio BH3 della TG2, lascia supporre 

un’interazione con le proteine della famiglia di Bcl-2. Se effettivamente il 
putativo dominio BH3 della TG2 interagisce con i membri pro-apoptotici 
della famiglia, quali Bax e/o Bak, deve anche essere in grado di modularne 
l’attività e quindi si dovrebbe osservare induzione di apoptosi, mediata dalla 
via mitocondriale. 

Per verificare questa ipotesi abbiamo disegnato un peptide che ricalca la 
sequenza del dominio TG2-BH3 fusa con la sequenza naturale Antennapedia 
(Derossi et al., 1996; Derossi et al., 1994; Holinger et al., 1999), la quale 
permette al peptide di penetrare all’interno della membrana plasmatica delle 
cellule (ANT-BH3 TG2). Come controllo positivo abbiamo usato il peptide 
che ricalca il dominio BH3 di Bax (ANT-BH3 Bax) e come controllo 
negativo quello costituito dalla sola sequenza Antennapedia (ANT). 

L’effetto biologico del trattamento delle cellule di neuroblastoma SK-N-
BE(2) con i peptidi ANT-BH3 nel tempo è stato analizzato monitorando la 
vitalità biochimica della cellula, mediante un saggio MTS. La Figura 2a 
riporta i valori di morte cellulare quantificati attraverso l’incapacità delle 
cellule morte di metabolizzare un composto del tetrazolio (MTS). Il 
trattamento con i peptidi ANT-BH3 TG2 e ANT-BH3 Bax ad una 
concentrazione di 50 µM, induce morte cellulare, il cui andamento è simile e 
raggiunge circa il 70% dopo 6 ore. Si noti inoltre come il peptide con la sola 
sequenza ANT non induca morte cellulare, quindi l’effetto riscontrato è a 
totale carico dei domini BH3. Un ulteriore controllo è stato effettuato 
trattando le cellule SK-N-BE(2) con staurosporina (STS), un induttore della 
via mitocondriale dell’apoptosi. Come già riportato nell’introduzione, il 
nostro gruppo ha in precedenza osservato che l’induzione di apoptosi, con 
STS in cellule che non esprimono TG2, avviene solo dopo circa 20 ore, 
mentre in quelle che iperesprimono l’enzima avviene dopo circa 6 ore 
(Piacentini et al., 2002), dunque questo ultimo andamento è piuttosto simile 
a quello osservato con i peptidi. Infatti come si può osservare in figura il 
trattamento con STS ai tempi indicati induce morte in una percentuale poco 
significativa. 

La Figura 2b mostra, invece, un esperimento in cui le cellule SK-N-
BE(2) sono state trattate con i diversi peptidi per 6 ore in presenza e non di 
Ciclosporina A (CsA), un noto inibitore della permeabilizzazione dei pori 
della membrana mitocondriale. L’analisi al citofluorimetro della 
frammentazione nucleare mediante ioduro di propidio e 
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dell’esternalizzazione della fosfatidilserina mediante annessina V, rivela che 
la CsA inibisce soltanto la morte delle cellule trattate con il pepetide TG2-
BH3. 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 2. (a) Saggio della funzionalità cellulare MTS, delle cellule trattate con i peptidi 
(50µM). Il trattamento con STS (1µM) è stato usato come controllo. (b) Analisi al 
citofluorimetro delle cellule marcate con annessina V-FITC/PI trattate con i peptidi con e 
senza CsA (1mM). 
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3. Il peptide TG2-BH3 induce la depolarizzazione mitocondriale 
 

Nel lavoro, già citato nel paragrafo precedente, pubblicato nel nostro 
laboratorio (Piacentini et al., 2002), è stato visto che la maggiore 
suscettibilità all’apoptosi delle cellule iperesprimenti TG2 (TGA), è in 
relazione allo stato di iperpolarizzazione dei mitocondri. Per verificare il 
possibile ruolo del dominio BH3 della TG2 sulla polarizzazione 
mitocondriale, abbiamo analizzato lo stato dei mitocondri delle cellule SK-
N-BE(2) prima e dopo trattamento con i peptidi. Il potenziale 
transmembrana dei mitocondri è stato studiato utilizzando JC-1, un colorante 
metacromatico in grado di penetrare selettivamente nei mitocondri. JC-1 è in 
grado di emettere fluorescenza a due diverse lunghezze d'onda a seconda del 
potenziale trasmembrana: verde nel caso di mitocondri depolarizzati (JC-1 si 
lega come monomero) e rosso-arancio nel caso di membrana mitocondriale 
polarizzata (JC-1 forma degli aggregati). L’analisi dei campioni al 
citofluorimetro ha mostrato che sia il peptide TG2-BH3 sia il peptide Bax-
BH3, inducono la depolarizzazione mitocondriale (dopo 1h di trattamento) e 
che il pretrattamento con la CsA inibisce tale depolarizzazione soltanto nelle 
cellule trattate con il peptide TG2-BH3 (Figura 3). Ciò indicherebbe che 
tale peptide induce depolarizzazione mitocondriale mediante un meccanismo 
diverso da quello utilizzato dal peptide Bax-BH3. 

Nella Figura 4 l’analisi al citofluorimetro della variazione di 
fluorescenza (TMRM), mostra che i peptidi TG2-BH3 e Bax-BH3, sono in 
grado di indurre lo “swelling” dei mitocondri isolati e anche in questo caso, 
l’inibizione della CsA si osserva soltanto sui mitocondri trattati con il 
peptide TG2-BH3. Questo è in accordo con quanto visto nelle cellule. Il 
CaCl2 è stato utilizzato come controllo positivo. 
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CsA+ANT CsA+ANT BH3-Bax CsA+ANT BH3-TG2 

ANT ANT BH3-Bax ANT BH3-TG2 

Figura 3: analisi al citofluorimetro della MMP, valutata mediante marcatura con JC-1, 
delle cellule SK-n-BE, trattate (1h) con i peptidi (50µM) con e senza CsA (1mM). I 
valori riportati nel rettangolo rappresentano la percentuale di cellule con mitocondri 
iperpolarizzati MMHP. I valori riportati sotto la linea tratteggiata rappresentano la 
percentuale di cellule con mitocondri depolarizzanti. 
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Figura 4. Analisi al citofluorimetro della MMP, valutata mediante variazione della 
fluorescenza (TMRM) in funzione del tempo, dei mitocondri isolati dalle cellule SK-n-
BE, trattati con i peptidi (10µM) con e senza CsA. I numeri nelle aree indicano la 
percentuale di mitocondri che mostrano perdita del potenziale di membrana 
mitocondriale. 
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4. Il peptide TG2-BH3 induce rilascio di citocromo c sia nelle cellule 
sia nei mitocondri isolati 

 
Per verificare se l’apoptosi indotta dal peptide TG2-BH3 coinvolga la via 

mitocondriale, abbiamo analizzato il rilascio di citocromo c sia in vivo che in 
mitocondri isolati. Le cellule SK-N-BE(2), cresciute in piastre da 6 pozzetti, 
sono state trattate con i peptidi TG2-BH3 e Bax-BH3 (50 µM) per tempi 
diversi (da 0 a 6 ore). Successivamente, la frazione mitocondriale è stata 
separata da quella citosolica tramite centrifugazione differenziale. La 
presenza di citocromo c in entrambe le frazioni é stata analizzata per mezzo 
di un Western blot. Nella Figura 5 si può notare che il peptide TG2-BH3, 
così come il controllo positivo Bax-BH3, induce un rilascio, crescente nel 
tempo di citocromo c, in vivo, confermando la capacità del dominio di 
interagire con le proteine coinvolte nel rilascio delle molecole contenute 
nello spazio intermembrana dei mitocondri. 

Per controllare la purezza del preparato abbiamo analizzato, la presenza 
di citocromo c ossidasi in entrambe le frazioni ottenute. Come mostrato in 
figura, la citocromo c ossidasi, che è una proteina della membrana 
mitocondriale esterna, compare solo nella frazione mitocondriale poiché la 
separazione dei componenti cellulari è stata eseguita correttamente. 

 
 
 

 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 5. Analisi mediante WB del rilascio di cyt c nelle cellule SK-n-BE, trattate con i 
peptidi ai tempi indicati. La Citocromo c ossidasi (COX) è stata usata come controllo 
della bontà della separazione dei mitocondri.  

  Mitocondri            Citosol  
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Lo stesso tipo di risultato si è ottenuto anche utilizzando mitocondri 
isolati da cellule SK-N-BE(2). Questi sono stati trattati per 20 minuti con 
concentrazioni diverse di peptidi TG2-BH3 e Bax-BH3 (10 e 50 µM). Come 
controllo positivo e negativo, sono stati utilizzati rispettivamente il CaCl2 e il 
peptide ANT. Dopo tale trattamento i mitocondri sono stati recuperati 
tramite centrifugazione e lisati. La presenza di citocromo c, nella frazione 
mitocondriale e nel surnatante, é stata esaminata tramite Western blot. In 
Figura 6 si vede che, anche in questo caso, dopo trattamento con i peptidi 
che mimano il dominio BH3, il citocromo c viene rilasciato dallo spazio 
intermembrana dei mitocondri e anche in questo caso, l’inibizione della CsA 
si osserva maggiormente sui mitocondri trattati con il peptide TG2-BH3. 
Questa é un’ulteriore conferma di un’azione a livello mitocondriale del 
dominio TG2-BH3. Tale effetto può essere dovuto ad un’azione diretta 
sull’organello, oppure all’interazione con le proteine della famiglia di Bcl-2. 
Il risultato netto di queste interazioni è comunque il rilascio di citocromo c. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figura 6. Analisi mediante WB del rilascio di cyt c dai mitocondri isolati dalle cellule SK-

n-BE, trattati con i peptidi (10 µM e 50 µM) con e senza CsA (5 µ/ml). Il trattamento 

con CaCl2 è stato usato come controllo positivo. 
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5. Il peptide TG2-BH3 induce traslocazione di Bax sui mitocondri e 
condensazione nucleare 

 
L’interpretazione dei dati ottenuti fino ad ora, comunque, suggerisce che 

il ruolo svolto dalla TG2 a livello mitocondriale sia di regolazione delle 
proteine che consentono il rilascio di citocromo c, attraverso un’interazione 
mediata dal dominio BH3. Per chiarire questo punto abbiamo analizzato, 
nelle cellule SK-N-BE(2), possibili variazioni sia nella localizzazione 
subcellulare della proteina pro-apoptotica Bax, non potendo estendere 
l’analisi alla proteina Bak per mancanza di buoni anticorpi αBak, sia 
eventuali cambiamenti della morfologia cellulare mediante l’utilizzo 
dell’anticorpo anti-Bax 6A7. Questo ultimo anticorpo riconosce un epitopo 
all’estremità N-terminale di Bax solo quando la proteina è attiva, infatti, 
normalmente l’epitopo non è esposto al solvente ma quando la 
conformazione della proteina cambia, per spostamento dell’estremità N-
terminale e dell’α-elica C-terminale, l’epitopo diviene accessibile e Bax si 
inserisce in membrana. Le immagini ottenute al microscopio a fluorescenza, 
mostrano che tale proteina in seguito al trattamento con il peptide TG2-BH3 
va incontro a cambiamento conformazionale (Figura 7a). Nella Figura 7b, 
invece, la localizzazione subcellulare di Bax è stata rivelata con un anticorpo 
policlonale (anti-Bax N 20, Santa Cruz) che riconosce tutte le forme di Bax, 
come marker mitocondriale un anticorpo contro la proteina della matrice 
Hsp 60 (α-Hsp 60, Stressgen). Quello che si osserva è una marcatura diffusa 
delle cellule, ed una morfologia cellulare classica delle cellule neuronali. 
Dopo il trattamento col peptide TG2-BH3, invece, la marcatura per Bax 
risulta puntiforme e la sovrapposizione con la marcatura per Hsp 60 ne 
evidenzia la localizzazione mitocondriale, inoltre le cellule appaiono più 
tondeggianti e presentano la tipica condensazione nucleare. 

La traslocazione di Bax in seguito al trattamento coi peptidi potrebbe 
avvenire con le seguenti due modalità: 

1) il peptide TG2-BH3, interagendo nel citosol con Bax 
monomerico, ne indurrebbe il cambiamento conformazionale 
necessario per la traslocazione e l’inserzione nella membrana 
mitocondriale esterna; 

2) il peptide TG2-BH3, competendo con Bcl-2, potrebbe alterare 
l’equilibrio degli eterodimeri mitocondriali Bcl-2/Bax. Bax 
sarebbe così in grado di attivare Bax monomerico e di 
oligomerizzare e mediare il rilascio delle molecole contenute 
nello spazio intermembrana. 
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α-Bax          Hsp60 

Queste due ipotesi non sono alternative, anche se la seconda sembra 
favorita dalla maggiore similitudine a livello aminoacidico che il dominio 
della TG2 mostra nei confronti del dominio BH3 di Bcl-2, rispetto a quello 
di Bax. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

SK-n-BE(2) 
 
 
 
 
 
 

 
BH3-TG2 
50 µM 1 h 

Figura 7. Analisi al microscopio a fluorescenza del cambiamento conformazionale e della 
traslocazione di Bax sui mitocondri, indotto dal trattamento delle cellule SK-n-BE con il 
peptide BH3-TG2. (a) L’anticorpo  α-Bax 6A7 (in rosso) riconosce soltanto Bax che ha 
cambiato conformazione, il mitotraker è usato come marker mitocondriale. (b) 
L’anticorpo α-Bax N-20 (in verde) riconosce ogni forma di Bax, qui i mitocondri sono 
stati marcati con il marker mitocondriale Hsp60 (rosso). 

   

SK-n-BE(2) 
 
 
 
 
 
 
 

BH3-TG2 
50 µM 1 h 

a 

b 

Mitotracker     α-Bax 6A7       Merge 



Elisabetta Mormone 

68 

10 µM    5 µM            10 µM       5 µM             10 µM         5 µM 

     ANT                             BH3-TG2                   BH3-Bax 

Bax 

6. Il peptide TG2-BH3 interagisce con Bax 
 
La prova definitiva dell’interazione tra il putativo dominio BH3 della 

TG2 e Bax si è ottenuta utilizzando peptidi biotinilati all’estremità N-
terminale. In questo modo è stato possibile isolare le proteine che 
coprecipitano col peptide (vedi “Materiali e metodi”). I mitocondri isolati 
dalle cellule SK-N-BE(2), sono stati trattati con i peptidi TG2-BH3, Bax-
BH3 (controllo positivo) ed ANT (controllo negativo), tutti biotinilati 
all’estremità N-terminale e in concentrazione 5 µM e 10 µM, per 30 minuti. 
I peptidi biotinilati sono stati recuperati per mezzo di sferette di streptavidina 
e le proteine coprecipitate sono state analizzate tramite 4-12% Nu PAGE e 
successivo Western blot. La Figura 8 mostra come i peptidi TG2-BH3 e 
Bax-BH3, ma non ANT, interagiscano e coprecipitino Bax. Questo risultato 
suggerisce che il dominio BH3 della TG2 sia responsabile dell’interazione 
Bax-TG2 . 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

7. La TG2 media la via mitocondriale dell’apoptosi interagendo con 
Bax 

Sulla base degli esperimenti precedenti, effettuati con i peptidi che 
mimano il dominio BH3 della TG2, ipotizziamo che il nostro enzima non 
solo interagisca con Bax ma sia anche in grado di indurne quel cambiamento 
conformazionale, sui mitocondri e/o nel citoplasma, che permetterà alla 
proteina pro-apoptotica di oligomerizzare sui mitocondri per rilasciare 
citocromo c, AIF ed altre molecole, le quali avvieranno lo smantellamento 
dei componenti cellulari. Per verificare questa ipotesi abbiamo confrontato la 
capacità della TG2 di interagire con Bax in condizioni normali e dopo 

Figura 8. Co-precipitazione di Bax, sui mitocondri isolati dalle cellule SK-n-BE, trattati 
con i peptidi biotinilati all’estremità N-terminale (10 µM e 5 µM). 
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induzione di morte cellulare, utilizzando il clone TGA, ottenuto per 
trasfezione della linea SK-N-BE(2) con il cDNA della TG2 (vedi “Materiali 
e Metodi”). Queste cellule TGA, a differenza della linea parentale, 
iperesprimono l’enzima. Gli estratti cellulari totali sono stati preparati nel 
buffer lisi CHAPS, un detergente che non induce il cambiamento 
conformazionale di Bax, e successivamente sono stati immunoprecipitati con 
gli anticorpi anti-TG2 (monoclonale), anti-Bax N20 (policlonale) ed anti-
Bax 6A7 (monoclonale). Gli immunoprecipitati (vedi “Materiali e metodi”) 
sono stati corsi su Nu-PAGE 4-12% ed analizzati tramite il Western blot 
riportato in Figura 9. Il primo pannello (a) in alto, mostra immunoprecipitati 
con l’anticorpo anti-TG2 rivelati con il medesimo anticorpo. La proteina è 
presente, come ci aspettavamo, solo nelle cellule TGA, sia prima che dopo 
induzione di apoptosi con STS. Nel pannello centrale (a) è evidente che gli 
immunoprecipitati con l’anticorpo anti-TG2 degli estratti cellulari delle TGA 
sono rivelati con l’anticorpo anti-Bax N20, quindi Bax è legato alla TG2, ma 
lo è in misura maggiore quando viene indotta apoptosi con STS. 

Nel terzo pannello (a) in basso gli immunoprecipitati con l’anticorpo 
anti-TG2 sono rivelati con l’anticorpo anti-Bak, la positività del segnale 
indica che la TG2 immunoprecipita la proteina Bak anche in assenza di 
stimolo apoptotico e non aumenta in modo significativo dopo trattamento 
con STS. 

Nel quarto pannello (b) in alto, precipitando Bax con l’anticorpo anti-Bax 
N20 e rivelandolo con l’anticorpo anti-TG2, ancora una volta si nota che le 
due proteine, nelle cellule TGA, sono legate già in assenza di induzione di 
morte ma molto di più quando viene indotta apoptosi. Nel quinto pannello 
(b) in basso sono riportati gli immunoprecipitati con l’anticorpo anti-Bax 
N20, rivelati con lo stesso anticorpo, le bande testimoniano l’efficienza della 
precipitazione di Bax. 

Nel sesto pannello (c) in alto, gli immunoprecipitati con l’anticorpo anti-
Bax 6A7 vengono rivelati negli estratti cellulari totali delle cellule TGA con 
l’anticorpo anti-TG2. Il settimo pannello (c) in basso, mostra gli 
immunoprecipitati con l’anticorpo anti-Bax 6A7, rivelati con il medesimo 
anticorpo. Il cambiamento conformazionale di Bax, generalmente richiesto 
per l’inserzione nella membrana mitocondriale esterna, è rilevabile in 
entrambi i tipi di estratti cellulari. Questo è evidente anche quando le cellule 
non sono indotte a morire con STS, infatti, un certo numero di cellule va 
normalmente incontro a morte fisiologica. Questi esperimenti di 
immunoprecipitazione confermano l’interazione tra TG2 e Bax, questa 
avviene anche in assenza di stimoli apoptotici ma è più frequente dopo 
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induzione di morte cellulare. La TG2, come ci aspettavamo, è in grado di 
legarsi anche a Bax attivato. Poiché, anche il peptide che mima il dominio 
BH3 della TG2 si lega a Bax ed induce il rilascio di citocromo è lecito 
supporre che l’enzima sia un modulatore della via mitocondriale 
dell’apoptosi, tramite l’interazione del suo dominio BH3 con la tasca 
idrofobica di Bax, rimasta esposta dopo l’attivazione. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

a 

IP TG2 IP Bax 6A7 IP Bax N-20 

WBTG2 
 
 
 

WB  
Bax N-20 

 
 
 

WB Bak 

STS 1µM          -                   +                         -                +                      -                   + 

b c 

Figura 9. Identificazione, tramite immunoprecipitazione, dell’interazione tra TG2, Bax e 
Bak, nelle cellule TGA prima e dopo trattamento con STS (1µM). In a e b, le bande 
evidenziano chiaramente l’interazione tra la TG2 e Bax, anche prima dello stimolo 
apoptotico. L’interazione però, aumenta dopo stimolo apoptotico. Anche 
l’interazione TG2-Bak si osserva prima dello stimolo apoptotico (a). In c si osserva 
che la TG2 interagisce con la forma di Bax che ha cambiato conformazione. Questa 
interazione aumenta dopo trattamento con STS.  
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8. Sui mitocondri Bax agisce come substrato della TG2 
 
Come descritto nell’introduzione l’attività principale della TG2 è quella 

di catalizzare la formazione di legami crociati ε(γ-glutamil)lisina tra 
proteine. Vista l’interazione tra la TG2 e Bax, sono andata a verificare se 
quest’ultima fosse un substrato dell’attività enzimatica della TG2. Le cellule 
TGA sono state precedentemente incubate con un substrato sintetico della 
TG2 5-(biotinamido)pentylamine (EZ-link) e successivamente trattate con 
STS (1µM) per 2 ore. I mitocondri sono stati isolati e le proteine che 
avevano incorporato l’EZ-link biotilinato sono state purificate utilizzando 
delle sferette paramagnetiche legate alla streptavidina. Come si può 
osservare nella Figura 10a, la forma monometrica di Bax è presente soltanto 
nell’estratto totale, mentre le bande corrispondenti ad un peso molecolare 
compreso tra 50 e 200, sono presenti sia sull’estratto totale sia sui 
mitocondri. Queste bande ad alto peso molecolare, potrebbero essere dei 
multimeri di Bax, come già riportato da altri autori (Wei et al., 2000; Letai et 
al., 2002). 

Per confermare questi risultati, sono andata ad analizzare, mediante 
Western blot, le proteine mitocondriali e citosoliche delle cellule SK-N-
BE(2) e TGA, con l’anticorpo α-Bax (N-20). Come si può osservare nella 
Figura 10b, in entrambe le frazioni citosoliche, Bax è presente 
principalmente come monomero, invece nei mitocondri l’anticorpo rivela 
bande corrispondenti ai multimeri di Bax. Inoltre, si può osservare come nei 
mitocondri delle cellule TGA, la banda corrispondente ad un peso 
molecolare di 60KDa sia maggiormente espressa. 
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Figura 10. (a) I mitocondri delle TGA trattate con STS (1µM), in presenza di EZ-link 
biotinilato, sono stati isolati e le proteine biotinilate sono state successivamente 
purificate. L’analisi mediante WB con l’anticorpo α-Bax (N-20) rivela la presenza del 
monomero di Bax soltanto nell’estratto totale, mentre i multimeri sono presenti sia sul 
totale sia sui mitocondri isolati. (b) Le proteine mitocondriali e citosoliche estratte 
dalle cellule SK-n-BE e TGA sono state analizzate mediante WB con l’anticorpo α-
Bax (N-20). 
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1. Analisi della risposta a diversi stimoli di morte di linfoblasti HD 
 
Negli ultimi anni, numerose evidenze hanno indicato un coinvolgimento 

della TG2 nella patogenesi di alcune malattie neurodegenerative, quali la 
corea di Huntington. Come già descritto nell’introduzione alla base del 
processo degenerativo, che si osserva nella malattia di Huntington, sembrano 
esserci tanto un'acquisizione di funzione tossica da parte dell'htt mutata 
quanto una perdita di funzione protettiva da parte della proteina normale. 
Entrambi questi eventi, portano a numerose alterazioni cellulari, che 
coinvolgono anche i mitocondri. Tali alterazioni mitocondriali possono in 
alcuni casi portare a morte cellulare, che può manifestarsi sia come apoptosi, 
sia come autofagia. 

Quindi, nella seconda parte della tesi, mi sono occupata dello studio della 
funzione mitocondriale e del meccanismo di morte cellulare in linfoblasti 
umani, ottenuti attraverso l'immortalizzazione con il virus Epstein Barr, da 
linfociti di pazienti Huntington (HD). I donatori sono sia eterozigoti che 
omozigoti e il numero di ripetizioni "CAG" a livello del gene IT15, che 
codifica per l'huntingtina, è variabile (Tabella). 

 
 

 
 
Per determinare il coinvolgimento dell'apoptosi e dell'autofagia nella 

corea di Huntington, è stata condotta un'analisi della risposta a diversi 

Linea cellulare 
(LINFOBLASTI) 

Genotipo 
Numero 

ripetizioni 
CAG 

HD2304 
Omozigote 

(UVS=controllo) 
minore di 36 

HD-HE48 
Eterozigote 

(LR=low number repeats) 
48 

HD-HE100 
Eterozigote 

(HR=high number repeats) 
100 

HD-HO42/50 
Omozigote 

(HHD) 
compreso tra 42 

e 50 
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stimoli di morte nei linfoblasti HD. L'analisi della morte cellulare è stata 
effettuata mediante citometria a flusso utilizzando l’annessina V. 

I linfoblasti sono stati sottoposti ai seguenti stimoli di morte: trattamento 
con STS e privazione di siero, condizione, questa ultima, che conduce le 
cellule verso l'autofagocitosi. Le stesse analisi sono state effettuate anche in 
presenza dell’inibitore delle caspasi, zVAD e in presenza di 3-metil-adenina 
(3-MA), composto in grado di inibire in tempi precoci il processo autofagico 
(Seglen and Gordon, 1982). 

Come si può chiaramente evincere dagli istogrammi (Fig. 11a), in 
condizioni normali di crescita, i linfoblasti ottenuti da donatori sani (UVS) 
mostrano dei bassi livelli di apoptosi spontanea, confrontabili con i valori di 
morte delle linee ottenute dai pazienti eterozigoti (LR e HR). Al contrario i 
linfoblasti dei pazienti omozigoti (HHD), mostrano una percentuale 
maggiore di positività all’annessina V, evidenziando significativi segni di 
apoptosi (circa, 20%; prima colonna HHD). Il trattamento con STS induce 
apoptosi sia nel controllo sia nelle linee HD sebbene in misura diversa 
(Figura 11b). Infatti, mentre nel controllo la percentuale di morte è del 30%, 
questa aumenta nelle linee eterozigoti e aumenta in modo più significativo 
negli omozigoti (prima colonna UVS, LR, HR, HHD). Anche dopo 
privazione di nutrienti (SRV), che è noto indurre apoptosi e autofagia 
(Codogno e Meijer 2005), si osserva una percentuale di morte più alta nelle 
cellule omozigoti rispetto alle eterozigoti (Figura 11c, prima colonna LR, 
HR, HHD). 

Dopo trattamento con zVAD, si osserva una riduzione della morte 
spontanea nel controllo UVS e nelle eterozigoti HD, mentre rimane invariata 
negli omozigoti HHD (Fig. 11a, seconda colonna UVS, LR, HR, HHD). 
Osservando la Fig. 11b con la 11c (seconda colonna), si vede che zVAD è in 
grado di inibire la morte soltanto nel controllo e negli eterozigoti. Infatti, 
negli omozigoti il trattamento con zVAD non ha alcun effetto e le cellule 
continuano a morire. Sulla base di questi risultati e di quelli presenti in 
letteratura (Iwata et al., 2005), i quali suggeriscono un ruolo dell’autofagia 
nel processo di morte nell’HD, abbiamo condotto l’analisi della morte anche 
in presenza del noto inibitore di autofagia 3-MA. Quello che si osserva è una 
riduzione dei livelli di morte spontanea nelle cellule HD (Fig 11a, terza 
colonna LR, HR, HHD). La cosa interessante è che il pretrattamento con la 
3-MA è incapace di proteggere tutte le linee dall’apoptosi indotta da STS 
(Fig. 11b, terza colonna UVS, LR, HR, HHD), invece è in grado di 
proteggere dalla morte indotta da SRV, soprattutto nella linea omozigote 
(Fig. 11c, terza colona UVS, LR, HR, HHD). 
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Fig. 11. Analisi dell’apoptosi mediante annessina-V dei linfoblasti, pretrattati con zVAD o 
3-MA, non trattati (a), dopo trattamento con STS (b) e dopo deprivazione di nutrienti 
(SRV) (d).  

 

 

 

 

(c) Percentuale di linfoblasti trattati con staurosporina positivi al saggio con l'annessina-V 

 

 

(d) Percentuale di linfoblasti trattati con staurosporina e 3-metiladenina positivi al saggio 
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2. Analisi ultrastrutturale della morte cellulare nei linfoblasti HD 
 
 L'analisi morfologica di queste linee cellulari al microscopio elettronico 

ha messo in evidenza rilevanti alterazioni a livello dei mitocondri. Sia negli 
eterozigoti che negli omozigoti, spesso, questi organelli si trovano localizzati 
ad un polo della cellula (Figura 12a,c). In particolare negli eterozigoti 
overespansi la membrana mitocondriale sembra perdere la sua integrità 
portando ad una sorta di fusione tra gli organelli (Figure12b). Negli 
omozigoti la struttura dei mitocondri sembra essere maggiormente alterata; 
in alcuni casi la caratteristica forma tubulare viene persa e la membrana 
interna sembra addossarsi alle creste mitocondriali, lasciando numerosi spazi 
tra le due membrane (Figura12d). Inoltre, in queste cellule sono presenti 
vacuoli autofagici, all'interno dei quali sono riconoscibili anche dei 
mitocondri. Il confronto tra linfoblasti HD eterozigoti e omozigoti mette in 
evidenza, per questi ultimi, una maggiore percentuale di cellule con evidenti 
segni di autofagocitosi (Figura13). 
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e Figura 12. (a) L’immagine al 
microscopio elettronico di una cellula, 
rappresentativa linfoblastoide HD 
eterozigote (HR), mostra come i 
mitocondri risultano delocalizzati ad 
un polo della cellula. (b) 
L’ingrandimento mette in evidenza le 
alterazioni della morfologia 
mitocondriale. (c) L'immagine mostra 
una cellula rappresentativa 
linfoblastoide HD omozigote, in cui si 
osservano profonde modificazioni 
mitocondriali. (d) L'ingrandimento 
evidenzia lo swelling ultrastrutturale e 
mitoptosi. (e) Cellula rappresentativa 
linfoblastoide UVS con numerosi 
mitocondri nella loro classica forma. 
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Figura 13. Immagini al microscopio 
elettronico di una cellula 
rappresentativa eterozigote (a) in cui 
si osservano diversi vacuoli 
autofagici e di una cellula 
rappresentativa omozigote (b), in cui 
si osserva un grande vacuolo 
autofagico, contenente un intero 
mitocondrio. (c) L’immagine mostra 
una cellula omozigote che ha 
inglobato una cellula apoptotica 
(xeno-cannibalismo). 

a b 
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3. Analisi del potenziale della membrana mitocondriale 
 
Come già descritto nell'introduzione, esistono diversi stimoli in grado di 

indurre apoptosi e uno di questi vede coinvolti proprio i mitocondri. Studi 
recenti hanno mostrato che un evento precoce nella morte cellulare 
programmata è rappresentato dalla iperpolarizzazione della membrana 
mitocondriale (Gross et al., 2000; Kroemer and Reed, 2000). 

Analisi su epatociti di ratto hanno evidenziato che, dopo induzione di 
autofagia, i mitocondri vanno incontro ad una depolarizzazione della loro 
membrana e in seguito si verifica il loro sequestro all'interno di 
autofagosomi; la depolarizzazione potrebbe rappresentare il segnale che 
determina l'autofagocitosi di questi organelli (Elmore et al., 2001). 

 In considerazione dell'anomala morfologia dei mitocondri HD e del 
legame tra morte cellulare e fenomeni di iperpolarizzazione e 
depolarizzazione, si è pensato di effettuare delle misure del potenziale della 
membrana mitocondriale (Δψm). 

Il potenziale transmembrana dei mitocondri HD è stato valutato mediante 
citometria a flusso utilizzando il JC-1. I risultati indicano che solo una 
piccola percentuale delle cellule di controllo hanno mitocondri 
iperpolarizzati, mentre i linfoblasti eterozigoti (LR e HR) hanno una 
percentuale maggiore di mitocondri iperpolarizzati. Al contrario nei 
linfoblasti dei pazienti omozigoti HHD questa percentuale è bassa come 
quella dei controlli, mentre la percentuale di mitocondri depolarizzanti è 
circa il 20% (Figura 14a). L’analisi del potenziale di membrana 
mitocondriale, effettuata sulle cellule dopo l’affamamento, rivela che una 
significativa percentuale di cellule, ha mitocondri depolarizzanti (Figura 
14b). Queste percentuali sono paragonabili a quelle osservate nell’analisi 
dell’apoptosi (Figura 11). 
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Figura 14. Analisi al citofluorimetro della MMP dei linfoblasti non trattati (a) e dopo 
privazione di nutrienti (b). I valori riportati nel rettangolo, rappresentano la 
percentuale di cellule con mitocondri iperpolarizzati MMHP. I valori riportati sotto 
la linea tratteggiata, rappresentano la percentuale di cellule con mitocondri 
depolarizzanti. 
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Successivamente ho valutato l’analisi del potenziale di membrana 
mitocondriale dopo trattamento con l’inibitore delle caspasi, zVAD, e con 
l’inibitore dell’autofagia 3-MA, in condizioni normali (Figura 15a) in 
seguito all’induzione di morte cellulare con STS (Figura 15b) e alla 
deprivazione di nutrienti (Figura 15c). Quello che è emerso è che zVAD è 
in grado di proteggere le cellule di controllo ed eterozigoti (LR e HR) dalla 
depolarizzazione mitocondriale ma non le cellule omozigoti. Al contrario 
dopo deprivazione di nutrienti, la 3-MA è in grado di inibire la perdita di 
potenziale mitocondriale delle cellule omozigoti.  

I linfoblasti HD eterozigoti sono caratterizzati da un incremento del 
potenziale della membrana mitocondriale rispetto ai controlli e tale 
iperpolarizzazione è in accordo con la maggiore sensibilità a stimoli 
apoptotici mostrata da queste cellule. Tali risultati confermano precedenti 
lavori, in cui l'iperpolarizzazione della membrana mitocondriale viene 
ipotizzata essere una condizione di maggiore sensibilità della cellula 
all'apoptosi. 

La caratteristica rilevante dei linfoblasti HD omozigoti, rispetto al 
controllo e agli eterozigoti, è la presenza di mitocondri depolarizzati e tale 
depolarizzazione potrebbe rappresentare il segnale che porta all'eliminazione 
selettiva di questi organelli attraverso il processo di autofagocitosi. 
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Fig. 15. Analisi della MMP dei linfoblasti pretrattati con zVAD o 3-MA, non trattati 
(a), dopo trattamento con STS (b) e dopo deprivazione di nutrienti (SRV) (d).  
 
 
(c) Percentuale di linfoblasti trattati con staurosporina positivi al 
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4. Analisi dell'autofagia nei linfoblasti HD mediante microscopia a 
fluorescenza 

 
L'analisi dei linfoblasti HD omozigoti al microscopio elettronico ha 

messo in evidenza la presenza di tipici segni di autofagia; a confermare 
questa caratteristica c'è la maggiore sensibilità all'assenza di nutrienti 
mostrata da queste cellule e, probabilmente, anche la presenza di mitocondri 
depolarizzati. 

Come descritto nell'introduzione, dopo la formazione di vacuoli 
autofagici, questi si fondono con i lisosomi e il loro contenuto viene 
degradato e in parte riciclato. L'utilizzo di marcatori specifici per strutture 
quali lisosomi e autofagosomi può aiutare a comprendere cosa accade nei 
linfoblasti HD nel caso dell'autofagia. Sono state eseguite delle osservazioni 
al microscopio a fluorescenza grazie all'utilizzo di sonde appropriate: come 
marcatore selettivo per i vacuoli autofagici è stata usata la 
monodansilcadaverina (MDC); per marcare selettivamente i lisosomi, 
strutture dal contenuto acido, è stato utilizzato il Lyso Tracker Red (LTR). 

Tutte le linee cellulari sono state trattate con queste molecole 
fluorescenti, sia in condizioni normali che dopo privazione di nutrienti. 

La MDC ha messo in evidenza la presenza di vacuoli autofagici nei 
linfoblasti HD omozigoti; infatti, in queste cellule, la fluorescenza non 
risulta diffusa come nel controllo e negli eterozigoti, ma va a delimitare delle 
regioni citoplasmatiche, che rappresentano degli autofagosomi (Fig. 15a). 

Se si trattano le cellule con LTR, che va a marcare i lisosomi, vediamo 
che, mentre nel controllo e negli eterozigoti la fluorescenza è ristretta ad aree 
corrispondenti ai lisosomi, negli omozigoti queste aree hanno dimensioni 
maggiori e questo potrebbe essere compatibile con la presenza di 
compartimenti dal contenuto acido, che sono il risultato della fusione tra 
vacuoli autofagici e lisosomi (Fig. 15a). Inoltre anche l’analisi quantitativa 
al citofluorimetro, rivela un aumento della positività all’LTR sia negli 
eterozigoti sia negli omozigoti, in condizioni normali di crescita e in modo 
più marcato dopo privazione di nutrienti (Fig. 15b). 

 
 
 
 
 
 
 



Elisabetta Mormone 

86 

b 

a  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

Figura 15. (a) Analisi al microscopio a fluorescenza, dei compartimenti lisosomiali, 
mediante Lyso Tracker Red (LTR) e dei vacuoli autofagici, mediante 
Monodansilcadaverina (MDC). (b) Analisi quantitativa al citofluorimetro dei 
compartimenti lisosomiali delle cellule in terreno completo (linea nera) e dopo 
privazione di nutrienti (in grigio). I numeri rappresentano i valori della mediana 
dell’istogramma. 
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Nel processo di morte cellulare per apoptosi mediata dai mitocondri, il 
rilascio nel citosol dei fattori richiesti per l’induzione della morte, è 
associato con l’alterazione delle funzioni dei mitocondri, inclusa la perdita 
del potenziale di membrana mitocondriale (MMP) (Kroemer and Reed, 
2000). MMP si osserva anche durante la morte per autofagia; nell’autofagia, 
infatti, la depolarizzazione della membrana mitocondriale è seguita dalla 
cattura di questi organelli negli autofagosomi (Elmore et al., 2001). Pertanto, 
la perdita del MMP può rappresentare o un evento precoce nell’apoptosi o 
un segnale associato all’autofagocitosi dei mitocondri (Rodriguez-Enriquez 
et al., 2004). 

Nel nostro gruppo è stato osservato che cellule di neuroblastoma 
iperesprimenti la proteina TG2 (TGA), presentano evidenti alterazioni 
mitocondriali (Piacentini et al., 2002) tra cui iperpolarizzazione della 
membrana. Inoltre, è stato visto che questa iperpolarizzazione, sensibilizza le 
cellule neuronali all’apoptosi e questa sensibilizzazione è indipendente dalla 
normale depolarizzazione dei mitocondri dovuta all’apertura dei pori PTP 
(Permeability Transition Pore). Questa osservazione ha suggerito un 
coinvolgimento della TG2 nella regolazione della via mitocondriale. Infatti, 
le cellule che iperesprimono TG2 mostrano mitocondri iperpolarizzati ma 
non un aumento dei livelli di apoptosi spontanea, mentre dopo trattamento 
con l’induttore di apoptosi staurosporina (STS), i mitocondri si 
depolarizzano molto velocemente e le cellule completano il processo 
apoptotico molto più rapidamente della linea cellulare che non esprime TG2 
(SK-N-BE(2)). Questa osservazione è in accordo con altri lavori, che 
mostrano come un aumento del potenziale della membrana mitocondriale 
rappresenti una condizione di maggiore suscettibilità all'apoptosi (Gross et 
al., 2000; Kroemer and Reed, 2000). 

L’identificazione di un putativo dominio BH3 nella TG2 e la sua capacità 
di sensibilizzare le cellule alla via mitocondriale dell’apoptosi, suggeriscono 
che il ruolo funzionale del dominio BH3-TG2 corrisponda a quello di alcuni 
membri pro-apoptotici della famiglia di Bcl-2, coinvolti nella via 
mitocondriale dell’apoptosi. Le proteine responsabili di tale evento sono, 
Bax e Bak, le quali sono in grado di formare pori nella membrana 
mitocondriale esterna e la cui attivazione è regolata dagli altri membri della 
famiglia. In seguito al rilascio nel citosol, il citocromo c innesca la 
formazione dell’apoptosoma, il complesso che attiva la caspasi-9 ed innesca 
la cascata di eventi che condurranno a morte la cellula. 

Per caratterizzare l’attività biologica del putativo dominio BH3 della TG2 
(TG2-BH3), abbiamo disegnato un peptide che ricalca la sequenza 
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aminoacidica del dominio in questione, fusa con la sequenza naturale 
Antennapedia, che ne permette l’internalizzazione nelle cellule. Il 
trattamento della linea SK-N-BE(2), con il peptide BH3-TG2 ha evidenziato 
come questo sia in grado di indurre morte cellulare. L’andamento della 
morte cellulare, inoltre, è stato simile a quello già in precedenza osservato 
nelle cellule TGA, trattate con staurosporina. 

Il trattamento col peptide TG2-BH3 induce, sia in vivo, sia sui mitocondri 
isolati, rilascio di citocromo c, “swelling” e depolarizzazione mitocondriale, 
in modo analogo al peptide Bax-BH3. L’unica interessante differenza tra i 
due peptidi, si osserva quando le cellule vengono trattate con la 
Cyclosporina A, l’inibitore della permeabilizzazione dei pori di membrana, 
infatti questa molecola ha effetto soltanto sulle cellule trattate con il peptide 
TG2-BH3. Questi dati confermano che il dominio TG2-BH3 agisce sui 
mitocondri, probabilmente interagendo con le proteine Bax e/o Bak, addette 
al rilascio di citocromo c dallo spazio intermembrana di questi organelli 
cellulari. Per verificare che queste interazioni proteina-proteina ci fossero, 
abbiamo analizzato le possibili variazioni nella localizzazione subcellulare 
delle molecole coinvolte nel rilascio di citocromo c. Abbiamo effettuato 
l’analisi solamente per Bax. Bax in forma monometrica è presente per lo più 
nel citosol e solo in bassa percentuale è rinvenibile sulle membrane 
intracellulari. Dopo trattamento col peptide TG2-BH3, si è notato che Bax 
trasloca sui mitocondri, dove probabilmente media il rilascio delle molecole 
contenute nello spazio intermembrana. Contemporaneamente, infatti, si è 
osservato anche un cambiamento morfologico delle cellule trattate col 
peptide TG2-BH3, queste, molto più tondeggianti, hanno mostrato la tipica 
condensazione nucleare delle cellule apoptotiche. 

Per verificare se gli effetti che il peptide TG2-BH3 ha su Bax, dipendano 
veramente dall’interazione proteina-proteina, abbiamo isolato le proteine che 
interagiscono col peptide biotinilato all’estremità N-terminale. Tra le 
proteine che hanno coprecipitato con il dominio TG2-BH3, vi è, come ci 
aspettavamo, Bax. Contemporaneamente, per mezzo di esperimenti di 
immunoprecipitazione abbiamo confermato che anche l’enzima, e non solo il 
peptide analogo al suo dominio BH3, è in grado di interagire con Bax e Bak 
anche in assenza di stimolo apoptotico, nelle cellule TGA. Da questo quadro 
emerge che la TG2 è coinvolta durante l’apoptosi non solo in uno stadio 
tardivo, quando catalizza la formazione di legami covalenti tra proteine, 
durante la formazione dei corpi apoptotici, ma anche in stadi precoci, 
quando, agendo a livello mitocondriale, andrebbe a sensibilizzare le cellule 
e/o ad amplificare il segnale di morte, tramite il suo dominio BH3. 
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Inoltre i nostri esperimenti evidenziano che nelle cellule iperesprimenti la 
TG2, Bax citosolico sia presente in forma monomerica, mentre sui 
mitocondri esso appare aggregato, come già osservato da altri studi 
(Nechushtan et al., 2001). 

I risultati presentati nella prima parte di questa tesi, suggeriscono che la 
TG2 possa essere un nuovo tipo di proteina “BH3-only” e le modalità di 
interazione e/o attivazione di Bax, la collocano esattamente tra le così dette 
“Bid-like proteins”. Queste molecole, tramite il loro dominio BH3, sono 
capaci di attivare in modo diretto Bax e sono potenzialmente in grado di 
regolare anche altri membri della famiglia di Bcl-2. 

Poiché negli ultimi anni, numerose evidenze hanno indicato un 
coinvolgimento della TG2 nella patogenesi di alcune malattie 
neurodegenerative, quali la corea di Huntington e dal momento che marcate 
alterazioni mitocondriali si osservano anche nelle cellule di pazienti affetti 
da questa malattia, nella seconda parte della tesi mi sono occupata dello 
studio del possibile ruolo di queste alterazioni nel processo di morte cellulare 
(PCD) nell’HD. 

La mutazione da espansione di triplette "CAG" a livello del gene IT15, 
responsabile della corea di Huntington, dà origine a un tratto di 
poliglutammine (poli-Q) nella regione N-terminale dell'huntingtina (htt), 
proteina ubiquitariamente presente in tutti i tessuti umani. La 
neurodegenerazione che caratterizza questa patologia sembra essere dovuta 
tanto ad un'acquisizione di funzione tossica da parte dell'htt mutata, quanto 
ad un'assenza di funzione protettiva da parte della proteina wild-type 
(Cattaneo et al., 2001). 

Diversi studi hanno messo in evidenza come disfunzioni mitocondriali, 
dovute alla presenza di htt mutata, potrebbero essere alla base di questa 
patologia (Schapira, 1997); come già descritto nella prima parte di questo 
paragrafo, l'induzione del processo di morte cellulare programmata può 
avvenire attraverso una via che coinvolge il mitocondrio. Pertanto, nel caso 
dell'HD, l'attivazione del processo apoptotico attraverso questa via potrebbe 
rappresentare il meccanismo alla base della morte neuronale. 

 In diverse malattie neurodegenerative, inoltre, è stato osservato il 
coinvolgimento di un meccanismo di morte attiva diverso dall'apoptosi, noto 
come autofagia (Di Figlia et al., 1995; Sapp et al., 1997). 

Come modello di studio abbiamo utilizzato linfociti ottenuti da pazienti 
HD e immortalizzati con il virus Epstein-Barr; infatti, l'huntingtina, proteina 
ubiquitaria, viene espressa anche in queste cellule. Dopo trattamento con 
STS e privazione di nutrienti (SRV), condizione in grado di indurre 
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autofagia, è stato verificato che i linfoblasti HD risultano maggiormente 
suscettibili a questo tipo di stimoli di morte rispetto al controllo. I linfoblasti 
HD omozigoti (HHD), inoltre, sono la linea cellulare più sensibile 
all'autofagia, infatti, l'inibizione di questo processo con 3-MA, si traduce in 
una maggiore sopravvivenza delle cellule HHD. 

L'analisi morfologica al microscopio elettronico ha messo in evidenza 
considerevoli alterazioni mitocondriali negli eterozigoti overespansi, cioè 
con un numero di ripetizioni CAG superiore a 100 (HR) e negli HHD. In 
queste linee cellulari i mitocondri, spesso, sono localizzati ad un polo della 
cellula, la loro caratteristica forma tubulare non sempre è riconoscibile e sia 
la membrana esterna che quella interna, sembrano perdere la loro integrità. 
Inoltre nei linfoblasti HHD, si osservano numerosi vacuoli autofagici, ciò 
indica la maggiore sensibilità di questa linea cellulare al processo di 
autofagocitosi. 

I linfoblasti HD eterozigoti caratterizzati da un numero di triplette CAG 
pari a 48 (LR), presentano, rispetto agli eterozigoti overespansi, un minor 
numero di modificazioni a livello mitocondriale; questo dato conferma, 
come descritto nell'introduzione, che la lunghezza del tratto poli-Q influisce, 
oltre che sull'età di comparsa dei primi sintomi, anche sulla gravità del 
quadro clinico (Illarioshkin et al., 1994). 

L'osservazione di uno stato di iperpolarizzazione della membrana 
mitocondriale nelle cellule eterozigoti conferma la loro maggiore 
suscettibilità a stimoli di morte, come il trattamento con STS. Nel caso dei 
linfoblasti HD omozigoti, al contrario, si osserva come una percentuale 
significativa di queste cellule sia caratterizzata da mitocondri depolarizzati, 
ossia organelli la cui funzionalità è compromessa. Le notevoli alterazioni 
della morfologia e della funzionalità dei mitocondri delineano, negli 
omozigoti, una condizione di maggiore gravità che, probabilmente, conduce 
queste cellule verso l'autofagia. Alcuni studi, infatti, hanno messo in 
evidenza come la depolarizzazione della membrana mitocondriale possa 
essere un segnale per l'autofagocitosi di questi organelli. 

La monodansilcadaverina (MDC), marcatore fluorescente che riconosce 
in modo specifico i vacuoli autofagici, conferma la presenza di tali strutture 
nei linfoblasti HD omozigoti. In seguito a privazione di nutrienti, infatti, i 
vacuoli autofagici sono presenti in tutte le linee cellulari, ma le cellule 
omozigoti risultano essere le più sensibili a tale stimolo di morte. 

 Il Liso Tracker Red (LTR) è una molecola fluorescente utilizzata per 
visualizzare compartimenti dal contenuto acido come i lisosomi; la sua 
utilità nell'analisi dell'autofagia è dovuta al fatto che, come descritto 
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nell'introduzione, dopo la formazione dei vacuoli autofagici, questi si 
fondono con i lisosomi e il loro contenuto viene degradato. I risultati ottenuti 
con il LTR confermano quanto osservato con la MDC. 

Riassumendo, i linfoblasti HD eterozigoti sono caratterizzati da un 
incremento del potenziale della membrana mitocondriale che è correlato a 
una maggiore suscettibilità all'apoptosi. Per quanto riguarda i linfoblasti HD 
omozigoti si osserva: maggiore suscettibilità a stimoli apoptotici sia rispetto 
al controllo che agli eterozigoti; presenza di mitocondri depolarizzati in un 
numero significativo di cellule e, caratteristica molto importante, evidenti 
segni di autofagia. 

Come dimostrato da molti autori, tanto l'apoptosi quanto l'autofagia 
sembrano essere coinvolte nella patogenesi della corea di Huntington, ma 
resta da chiarire se, e in che modo, questi meccanismi possano essere 
correlati. 

Si ritiene che l'htt mutata, come descritto nell'introduzione, possa essere 
la causa di diverse disfunzioni mitocondriali. Secondo un’ipotesi la proteina 
mutata potrebbe alterare la catena respiratoria mitocondriale, con 
conseguente depolarizzazione della membrana e in seguito a tale evento si 
verificherebbe un'apertura dei PTP, attraverso i quali possono fluire diversi 
ioni tra cui quelli Ca2+ (Panov et al., 2002). L'alterazione dell'omeostasi del 
Ca2+, può mediare diversi eventi come l'attivazione di caspasi e calpaine. 
Questi enzimi sono in grado di proteolizzare l'htt mutata, portando alla 
liberazione del frammento N-terminale contenente il tratto poli-Q; tale 
frammento è in grado di interferire con numerose funzioni cellulari, che 
infine potrebbero portare a morte cellulare. Inoltre il rilascio di citocromo c 
dalla membrana mitocondriale, in seguito alla sua depolarizzazione, può 
contribuire a indurre apoptosi. 

L'autofagia è coinvolta nell'HD in quanto processo implicato nella 
degradazione ed eliminazione dell'htt mutata (Ravikumar et al., 2002), 
attività svolta anche attraverso l’attivazione di enzimi come le caspasi. 
Questo meccanismo potrebbe essere indotto quando la proteina mutata si 
accumula a livelli elevati (Qin et al., 2003) e in risposta alla presenza di 
mitocondri depolarizzati. 

La funzione del processo autofagico, almeno nelle fasi iniziali, è quella di 
contribuire all’eliminazione della proteina mutata e di organelli danneggiati 
al fine di evitare la morte cellulare. D'altra parte un'eccessiva induzione di 
autofagia, che comporta una massiva attivazione di enzimi proteolitici e 
l'eliminazione di interi organelli, associata alla compromissione dell'attività 
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del proteasoma, potrebbe risultare nociva portando, infine, al collasso della 
cellula (Qin et al., 2004). 

Ciò che comunque risulta chiaro sia alla luce dei risultati ottenuti, sia sulla 
base delle informazioni presenti in letteratura, è il ruolo significativo che hanno 
le alterazioni morfologico-funzionali dei mitocondri nel processo patogenetico 
che determina l’insorgenza della malattia di Huntington. Non si puo’ inoltre 
escludere che, sul lungo periodo queste possano diventare uno specifico target di 
importanza terapeutica. 
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