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1. INTRODUZIONE 

 

1.1 Aspetti generali delle cellule staminali 

Le cellule staminali sono delle unità funzionali che rivestono un 

ruolo critico nello sviluppo dell’embrione e dei tessuti. Queste 

derivano da cellule staminali embrionali totipotenti (ES) presenti 

all’interno della blastocisti dalla quale, nel corso della gastrulazione, 

si sviluppano tre foglietti embrionali: ectoderma, mesoderma ed 

endoderma. Durante lo sviluppo, queste cellule maturano 

gradualmente sino a divenire staminali somatiche (SC) tessuto-

specifiche e sono responsabili della crescita, del mantenimento e della 

riparazione dei tessuti (Faust C. et al., 1993) (Figura 1). Il numero di 

cellule staminali diminuisce quando il tessuto si avvicina alla maturità 

e rimane costante per il resto della vita. Per esempio, l’epidermide, il 

sistema ematopoietico e l’epitelio intestinale subiscono un continuo 

turnover cellulare; il sistema nervoso centrale (SNC) dei mammiferi 

adulti, invece, è stato per lungo tempo considerato incapace di 

svolgere questa attività fisiologica proprio per la mancanza di cellule 

staminali. Quest’ opinione è stata messa in discussione negli ultimi 

decenni dopo che è stata dimostrata la presenza di staminali neurali 

nel cervello dei mammiferi adulti, ma già in precedenza cellule 
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mitogene furono rinvenute in alcune regioni del SNC, come si dirà più 

dettagliatamente in seguito. Si pensa che la zona subventricolare 

(SVZ), un monolayer di cellule che riveste le cavità ventricolari, sia il 

compartimento più ampio di staminali nel cervello dei mammiferi 

adulti; da tale regione, infatti, sono state prelevate e coltivate in vitro 

cellule neurali staminali adulte (aNSC) (Cameron H.A et al., 1998; 

Temple S. et al.,1999; Khun H.G. et al., 1999; Gage F.H, 2000). 

 

 

Figura 1. Gerarchia delle cellule staminali 
 

Nonostante ci si possa aspettare un certo grado di plasticità in 

termini di crescita, velocità di espansione e differenziamento queste 

cellule possono differenziarsi solo ed esclusivamente in tre tipi 

cellulari: neuroni, astrociti ed oligodendrociti. 
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1.1.1 Concetti generali sulle cellule staminali adulte 

 Durante lo sviluppo, le cellule staminali proliferano e parte 

della progenie va incontro a differenziamento per generare tessuti ed 

organi specifici. Sebbene la diversificazione completa di distinti tipi 

cellulari maturi si ha solamente poco dopo la nascita, negli organismi 

adulti si hanno continue riparazioni e sostituzioni dovute alle staminali 

somatiche. Queste cellule spesso quiescenti, o con attività mitotica 

ridotta, dimostrano una particolare abilità nel sostituire cellule 

danneggiate o morte (Potten C.S. et al., 1990; Loeffler M. et al., 

1997). 

 L’impegno dei ricercatori ha consentito d’identificare marker 

molecolari ed antigeni per i diversi tipi di cellule staminali; 

individuarle rimane impresa ardua fatta eccezione per le staminali 

ematopoietiche per le quali sono ampiamente disponibili i marker 

molecolari. 

 Per definizione, tuttavia, le cellule staminali mancano di 

antigeni particolari essendo esse indifferenziate e mostrano un certo 

potenziale proliferativo legato alla loro notevole capacità di 

autorinnovamento (self-renewal). Sono, inoltre, multipotenti poichè 

danno origine ad una vasta gamma di cellule differenziate nel tessuto 

nel quale risiedono ed in seguito ad un grave danno biologico 
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possiedono la capacità di rigenerarlo (Potten C.S et al., 1990; Loeffler 

M et al., 1997). 

 L’autorinnovamento è la capacità che una popolazione di 

cellule possiede nel mantenere un numero di staminali costante in uno 

specifico compartimento. Circostanze particolari possono fare 

incrementare o diminuire il numero di staminali. Tutto ciò è possibile 

perchè in un tessuto il numero di cellule è finemente regolato da 

equilibri tra divisioni simmetriche, che generano due cellule staminali, 

o, in alternativa, due cellule differenziate. Il primo o il secondo tipo di 

divisione incrementerà o diminuirà il numero di una popolazione di 

cellule in un tessuto. Le cellule staminali sono anche in grado di 

mantenere costante la popolazione di progenitori attraverso divisioni 

di tipo asimmetrico in cui, una cellula figlia rimane staminale e l’altra 

va incontro a differenziamento e/o migrazione. 

Attraverso questo meccanismo varia, probabilmente, il numero di 

staminali o quello delle cellule differenziate in risposta ai 

cambiamenti dell’ambiente extracellulare (dovuti, per esempio, a 

lesioni o condizioni patologiche). 

 La capacità che una singola cellula possiede nel generare molti 

tipi di cellule mature è detta multipotenza. Fondamentalmente le 

staminali multipotenti risultano abili nel generare tutti i tipi di cellule 
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che costituiscono il tessuto in cui risiedono. In vivo, questo criterio 

può risultare difficile da spiegare perché le staminali potrebbero 

generare solo un sottotipo di cellule differenziate. Tale potenzialità 

può essere facilmente dimostrata, con dei saggi, in vitro (Reynolds 

B.A. et al.,1992; Gritti A. et al., 1996; Palmer T.D. et al., 1999; Gritti 

A. et al., 1999; Mi H. et al., 1999 ). 

 Una particolarità delle cellule staminali è quella di essere 

confinata in piccole aree dentro le quali la citoarchitettura, o i confini 

biochimici, creano nicchie specifiche. All’interno delle nicchie sono 

garantite tutte quelle condizioni che rendono uniche le staminali ossia 

l’autorinnovamento e la generazione di una progenie matura. Mentre 

nel fegato e nel sistema ematopoietico, per esempio, non è 

perfettamente chiara la posizione anatomica delle nicchie, al contrario, 

nel SNC, nell’epidermide, nei bulbi piliferi e nell’intestino queste aree 

sono spazialmente ben definite; le staminali possono essere 

identificate all’interno di tali nicchie per collocazione e morfologia 

(Fuchs E. et al., 2000; Weissmann I.L., 2000). 

 

1.1.2 Le cellule neurali staminali adulte 

 Il cervello dei mammiferi si sviluppa a partire dal tubo neurale, 

la cui cavità ventricolare contiene liquido cerebrospinale. I precursori 
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neurali proliferanti che, inizialmente risiedono nella zona ventricolare 

(VZ) durante l’embriogenesi, migrano gradualmente nella zona 

subventricolare (SVZ) (Conover J.C. and Allen R.L., 2002). 

Nell’adulto, la zona ventricolare si riduce ad un monostrato continuo 

di cellule mitoticamente attive e risulta adiacente alle cellule 

ependimali che rivestono le cavità ventricolari del telencefalo. Per 

molto tempo si è pensato che in questa zona potessero originarsi 

solamente cellule gliali. Recentemente, differenti gruppi di ricerca 

(Gritti A. et al., 1996; Morshead C.M. et al., 1994) hanno avanzato 

l’ipotesi che, cellule staminali multipotenti isolate inizialmente dal 

corpo striato dei mammiferi adulti, possano risiedere, invece, nella 

zona subventricolare (Morshead C.M. et al.,1994; Doetsch F. et al., 

1999). Cellule neurali staminali sono state successivamente isolate 

anche da altre regioni del cervello (Palmer T.D. et al., 1999; Weiss S. 

et al., 1996; Shihabuddin L.S et al.,1997). 

 La zona subventricolare è attualmente considerata come il 

compartimento più importante di cellule staminali nel sistema nervoso 

centrale degli adulti. Molte cellule generate nella SVZ di roditori 

neonati e adulti migrano lungo un percorso noto come flusso 

migratorio rostrale (rostral migratory stream, RMS) fino al bulbo 
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olfattivo, dove si differenziano in interneuroni (Luskin M.B., 1993; 

Doetsch F. et al., 1999) (Figura 2). 

 

 

Figura 2. Flusso migratorio rostrale 

 

 Le staminali neurali adulte, isolate dalla SVZ, possono essere 

coltivate in vitro conservando stabilmente le loro caratteristiche 

funzionali: la multipotenzialità e l’autorinnovamento. In un terreno di 

coltura privo di siero, tali cellule necessitano della presenza del fattore 

di crescita epidermico (EGF) e del fattore di crescita fibroblastico 

(FGF-2) (Reynolds B.A. et al.,1992; Gritti A. et al., 1996; Richards 

K.J. et al., 1992; Morshead C.M. et al.,1994); la velocità di espansione 

cellulare è condizionata dai segnali mitogeni presenti nel mezzo di 

coltura. La presenza contemporanea dell’EGF e dell’FGF (Gritti A. et 

al., 1999) favorisce un’intensa attività proliferativa nella quale è 

possibile osservare numerose divisioni simmetriche (Morrison S.J. et 
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al., 1997); quando dal medium viene sottratto uno dei due fattori di 

crescita la velocità di proliferazione diminuisce mentre aumenta il 

numero di cellule differenziate (Gritti A. et al., 1999). Questo 

importante aspetto fisiologico dimostra come le staminali adulte 

neurali modifichino la loro attività proliferativa in seguito a 

cambiamenti dell’ambiente extracellulare. Le condizioni per il 

differenziamento possono essere modulate da vari segnali 

extracellulari in modo tale da generare glia oppure neuroni con diversi 

fenotipi neurotrasmettitoriali (Johe K.K. et al., 1996). In vitro, il 

tempo di comparsa delle diverse linee cellulari del sistema nervoso 

centrale (SNC), è simile a quello delle regioni neurogeniche 

dell’embrione in vivo: per primi sono generati i neuroni, seguiti da 

cellule astrogliali ed oligodendrociti.  

 La sopravvivenza delle cellule nella fase di maturazione 

dipende da segnali extracellulari. Per esempio, l’FGF-2 evita il 

differenziamento dei precursori neurali in glia e neuroni; l’aggiunta di 

siero in basse concentrazioni promuove la maturazione neurale e 

l’espressione di antigeni gliali (Vescovi A.L. et al., 1993). E’ 

importante ricordare come alcuni neuroni maturi, derivati da staminali 

propagate in coltura per lungo tempo, siano realmente attivi 

funzionalmente cioè capaci di evocare potenziali d’azione (Gritti A. et 
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al., 1996). I fenotipi neurotrasmettitoriali che più frequentemmente 

possono essere identificati in vitro sono quello GABA-ergico e quello 

glutammatergico; in questo caso il differenziamento è indotto dalla 

semplice rimozione dei fattori di crescita da un medium di coltura 

privo di siero. Prove sperimentali indicano la plasticità delle staminali 

adulte poiché, in condizioni ideali, si possono ottenere fenotipi 

neurotrasmettitoriali specifici come quello catecolaminergico (Daadi 

M.M. et al., 1999; Yan J. et al., 2001; Wagner J. et al., 1999). 

 Anche i fattori epigenetici possono condizionare l’attività delle 

cellule staminali adulte sia in ex vivo che in vivo. Tutto ciò è stato 

osservato nel cervello di mammiferi adulti in seguito alla 

somministrazione intraventricolare di EGF, FGF (Wagner J. et al., 

1999; Craig C.G. et al.,1996) o del fattore neurotrofico cerebrale 

(BDNF): tali sostanze stimolerebbero la proliferazione cellulare 

(Khun H.G. et al., 1997; Zigova T. et al., 1998). Mentre l’FGF ed il 

BDNF favoriscono un aumento nel numero di neuroni, l’EGF stimola 

il differenziamento delle staminali neurali adulte in cellule gliali 

(Wagner J. et al., 1999; Craig C.G. et al.,1996). Anche il fattore di 

crescita trasformante (TGFα), somministrato in ratti con lo striato 

lesionato, determina un incremento delle cellule sub ventricolari; 

queste sono capaci di migrare nella zona lesa e differenziarsi in 
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neuroni tirosina-idrossilasi positivi (TH
+
) (Fallon J. et al., 2000); in 

sintesi, si può affermare che fattori genetici ed epigenetici regolano 

finemente nel tempo la proliferazione ed il differenziamento delle 

cellule staminali neurali adulte. 

 

 

Figura 3. Formazione della SVZ dalla VZ (Conover J.C. and Allen R.L. 2002) 

 

Nella SVZ, cellule con caratteristiche molecolari e strutturali comuni 

agli astrociti vengono considerate staminali e sono note come cellule 

di tipo B (Doetsch F. et al., 1999; Laywell E.D. et al., 2000; Garcia 

A.D. et al., 2004); queste sono immunoreattive alla proteina gliale 

fibrillare acida (GFAP) e stanno molto vicino ad altri due tipi cellulari 

della zona subventricolare: le cellule con morfologia transizionale 

(tipo C) ed i neuroblasti (tipo A) (Figura 3). Anche le cellule di tipo 

A e di tipo C esprimono marker particolari: le prime risultano essere 

imunoreattive alla doublecortin (DCX
+
) ed alla molecola di adesione 
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cellulare neurale (NCAM
+
), le seconde alla distal-less homeobox 2 

(DLX
+
) (Doetsch F. et al., 1999). Cellule di tipo B, e progenitori 

multipotenti della SVZ del cervello adulto umano, sono state 

ampiamente studiate in vivo ed in vitro (Sanai N. et al., 2004). 

 Si è già detto che la SVZ è un importante strato germinale che si 

forma durante lo sviluppo da precursori primari della VZ (Morshead 

C.M. et al., 1994) (Figura 3). Queste due zone esprimono due peptidi 

differenti: la distal-less homeobox 2 (DLX
+
) e noggin (Corbin J.C. et 

al., 2000). Noggin previene l’attivazione di alcuni recettori legando le 

bone morphogenetic proteins (BMP) (McMahon J.A. et al., 1998), 

mentre DLX
+
 è un fattore trascrizionale espresso in progenitori neurali 

(Panganiban G. and Rubenstein J.L., 2002). 

 

Figura 4. Neurogenesi indotta da noggin 
  

Noggin viene espresso principalmente da cellule della VZ mentre 

DLX
+
 è espresso da quelle della SVZ. Il peptide DLX è sintetizzato 

dalle cellule di tipo C e di tipo A, ma non è espresso dai progenitori 
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primari (cellule di tipo B) suggerendo dunque la sua espressione nei 

precursori secondari (Tramontin A.D. et al., 2003). Studi recenti 

confermano l’espressione di noggin nelle cellule ependimali (Lim 

D.A. et al., 2000) e di BMP nella vicina SVZ. 

Le BMP potenzialmente inibiscono la formazione di nuovi neuroni 

nella zona subventricolare legandosi ad una classe di recettori 

particolari (BMPR); noggin promuove la neurogenesi prevenendo il 

legame tra le bone morphogenetic proteins ed il recettore BMPR 

(Wilson P.A. and Hemmati-Brivanlou A. 1995). BMP non solo blocca 

i precursori della SVZ nella formazione di nuovi neuroni, ma 

favorisce il differenziamento delle cellule staminali in cellule gliali. 

Infatti, dati sperimentali suggeriscono che noggin contribuisce alla 

formazione di un ambiente neurogenico all’interno della SVZ (Lim 

D.A. et al., 2000) (Figura 4). 

 La SVZ persiste in età adulta generando neuroni e glia (Lois C. 

and Alvarez-Buylla A., 1993; Kirschenbaun B.and Goldman S.A., 

1995); è stata descritta come una zona in cui sono presenti cellule con 

morfologia indifferenziata, cellule gliali e cellule con morfologia 

transizionale. In particolare sono stati evidenziati tre fenotipi cellulari: 

neuroblasti o cellule di tipo A, cellule astrocitiche di tipo B e cellule 

con morfologia transizionale (cellule di tipo C). Le cellule di tipo A 
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formano catene orientate tangenzialmente avvolte da cellule di tipo B, 

mentre insiemi di cellule proliferanti di tipo C sono associati a catene 

di neuroblasti (Doetsch F. et al., 1997) (Figura 5). La dimostrazione 

che gli astrociti della SVZ sono i precursori primari neuronali in vivo, 

ma anche cellule staminali in vitro, è data dalla somministrazione 

dell’antimitotico citosina-b-arabinofuranoside (Ara-C). Dopo il 

trattamento le cellule A e le C vengono selettivamente eliminate e gli 

astrociti della SVZ iniziano a dividersi dando origine a cellule di tipo 

C che, a loro volta, generano cellule di tipo A (Doetsch F. et al., 

1999). 

 

Figura 5. SVZ in sezione tangenziale 
  

 Le cellule di tipo A presentano corpo allungato con uno o due 

processi, abbondante cromatina contenente due, o più, piccoli 

nucleoli, citoplasma scuro contenente molti ribosomi liberi, un piccolo 

apparato di Golgi e microtubuli orientati lungo l’asse delle cellule. I 

nuclei sono raramente invaginati. Sono unite ad altre cellule di tipo A 
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tramite piccoli complessi giunzionali circolari distribuiti sulla 

superficie cellulare (0.5-1µm). Vicino a questi complessi sono presenti 

vescicole endocitiche correlate, probabilmente, allo scambio di segnali 

fra cellule oppure alla rimozione dei complessi stessi. 

 Le cellule di tipo B presentano contorni irregolari che 

riempiono gli spazi fra cellule vicine: hanno nuclei irregolari ed 

invaginati, pochi ribosomi e molti filamenti intermedi. Vi sono due 

sottotipi cellulari: B1 e B2. Gli astrociti di tipo B1 sono più chiari, 

possiedono un citoplasma abbondante e sono più grandi rispetto a 

quelli di tipo B2. Inoltre, nelle cellule B1 la cromatina è relativamente 

dispersa, mentre, nelle B2 è più compatta. Le cellule B1 si collocano 

vicino alle cellule ependimali per formare una lamina che ricopre lo 

strato ependimale stesso. Le cellule B2, invece, sono localizzate in 

prossimità del corpo striato. Le cellule di tipo C sono più larghe e più 

sferiche (sono meno allungate). I loro nuclei presentano profonde 

invaginazioni e abbondante cromatina lassa anche se talvolta può 

apparire più compatta. Hanno un nucleolo largo e reticolato ed il 

citoplasma contiene un ampio apparato di Golgi e pochissimi 

ribosomi; non sono presenti fasci di filamenti intermedi tipici delle 

cellule di tipo B. Il contorno di tali cellule è liscio e frequentemente si 
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uniscono alle cellule di tipo A con le quali occasionalmente si osserva 

la formazione di piccoli complessi giunzionali.  

 Le cellule ependimali di tipo E (Fig.3) formano un monostrato 

epiteliale che separa la SVZ dalla cavità ventricolare. I processi 

laterali di cellule ependimali adiacenti sono fortemente interdigitati e 

contengono complessi giunzionali apicali. La superficie esposta alla 

cavità ventricolare contiene microvilli, spesso cigliati; il citoplasma si 

presenta ricco di mitocondri con nuclei sferici e cromatina non 

condensata (Doetsch F. et al., 1997). 

 

1.1.3. Le neurosfere 

 Nel 1992, Reynold e Weiss isolano e caratterizzano in vitro per 

la prima volta cellule indifferenziate con limitata capacità proliferativa 

conosciute come progenitori neurali (NPC) prelevate dal cervello di 

topo adulto (Reynolds B.A. e Weiss S., 1992).I due ricercatori 

individuano nella SVZ popolazioni di cellule che esprimono la nestina 

e si differenziano in diversi fenotipi cellulari del sistema nervoso: 

neuroni, astrociti ed oligodendrociti. 

 Le cellule subventricolari, trasferite in un medium di coltura 

ideale, contenente il fattore di crescita epidermico, formano le 

neurosfere (Figura 6). 
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La nestina è una proteina citoscheletrica, appartenente ai filamenti 

intermedi, che caratterizza i neuroepiteli e le cellule staminali del 

sistema nervoso centrale durante lo sviluppo; è considerata un marker 

dei progenitori neuronali e delle staminali adulte. Nel 1995 vengono 

caratterizzate in vitro cellule molto simili provenienti dall’ipocampo 

di ratto adulto che necessitano del fattore di crescita fibroblastico 

(FGF-2) (Gage et al., 1995). 

 

 

Figura 6. Neurosfere in coltura 

 

 Esperimenti successivi hanno dimostrato la multipotenzialità e 

la capacità di autorinnovamento di queste cellule (Gritti A. et al.,1996; 

Palmer T.D. et al., 1997) presenti non solo nel cervello ma anche nel 

midollo spinale di specie animali diverse compreso l’uomo (Taupin P. 

et al., 2002); questi studi indicano la distribuzione di cellule staminali 
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adulte in diverse aree del sistema nervoso centrale, ed in modo 

particolare all’interno della SVZ e dell’ipocampo. 

 Spesso nei laboratori di ricerca vengono utilizzate neurosfere 

che esprimono la proteina fluorescente verde (green fluorescent 

protein, GFP) (Figura 7), perché individuarle, dopo un trapianto, 

diventa più semplice (Pluchino S. et al., 2003). 

 

 

Figura 7. Neurosfere che esprimono la GFP 
 

 1.1.4 Aspetti storici 

 Il concetto di neurogenesi nel cervello adulto dei mammiferi, 

trova le sue radici nel secolo scorso ma ha ottenuto un ampio 

consenso, da parte della comunità scientifica, solo di recente. Infatti, 

già dai primi del novecento era nota la continua attività mitotica della 

SVZ. Tra il 1912 ed il 1944 diversi gruppi di ricerca identificano nel 

cervello di roditori neonati ed adulti una zona mitoticamente attiva 

lungo il muro del ventricolo laterale (Allen E., 1912; Rydberg E., 
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1932; Kershman J., 1938; Globus J. H. and Kunlenbeck H., 1944). 

Con l’innovativa tecnica autoradiografica viene dimostrata nei topi la 

proliferazione ed il differenziamento delle cellule subventricolari 

(Smart I., 1961). Altman tra il 1962 ed il 1963 ipotizza la neurogenesi 

anche in ratti e gatti adulti (Altman J.,1962; Altman J., 1963) tuttavia 

la funzione di queste cellule proliferanti non è del tutto chiara; si 

pensa che molte cellule prodotte nella SVZ durante l’embriogenesi 

possano differenziare in neuroni e, dopo la nascita, in cellule gliali 

(Smart I., 1961; Altman J., 1966; Boulder Committee, 1970; Paterson 

J. A. et al., 1973; Sturrock R. R. and Smart I. H., 1980;  Levison S. W. 

and Goldman J. E., 1993). Negli anni ottanta viene dimostrata la 

rigenerazione neuronale nel telencefalo di uccelli adulti (Goldman S. 

A. and Nottebohm F., 1983) e nel 1993 la neurogenesi nella parte 

anteriore della zona subventricolare (Luskin M. B., 1993); nello stesso 

anno Alvarez-Buylla dimostra definitivamente che la SVZ ha la 

capacità di generare nuove cellule e che esse hanno un limitato 

potenziale nel differenziarsi in neuroni e glia (Lois, C and Alvarez-

Buylla A., 1993). Qualche anno prima, nel 1992, Reynolds e Weiss 

avevano indicato la SVZ come fonte di cellule staminali (Reynolds B. 

A. and Weiss S., 1992). 
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1.2. Il morbo di Parkinson 

 La malattia di Parkinson (MP) prende il nome dal medico 

inglese James Parkinson che per primo nel 1817 ne descrisse i sintomi 

in “An Essay on the shaking palsy” definendola paralisi agitante. Si 

tratta di una patologia derivante dall’alterazione dei processi di 

degradazione delle proteine nei neuroni dopaminergici della sostanza 

nera di Sömmering o substantia nigra pars compacta. Ciò porta alla 

loro morte per stress proteolitico e quindi ad un grave deficit nella 

produzione di dopamina (Migheli R. et al., 2008), un 

neurotrasmettitore catecolamminico coinvolto nel circuito nervoso dei 

nuclei della base del telencefalo, ovvero cinque aggregati neuronici 

interconnessi fra loro e implicati nella coordinazione del movimento. I 

sintomi clinici nella malattia di Parkinson possono essere riconosciuti 

nel momento in cui il 60-70% dei neuroni dopaminergici degenerano, 

determinando nel sistema nigrostriatale una carenza di dopamina 

(DA), il neurotrasmettitore implicato nel controllo delle vie eccitatorie 

ed inibitorie interne ai nuclei della base (Lang A. et Lozano A.M., 

1998). La malattia è caratterizzata da movimenti involontari quali 

tremore a riposo, bradicinesia, rigidità, riduzione dei movimenti 

spontanei. A livello terapeutico si attua una terapia a base di L-3,4,-

diidrossifenilalanina (L-DOPA), il precursore metabolico della 
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dopamina (DA) (Serra P.A. et al., 2008). La DA non può essere 

somministrata perchè non è in grado di attraversare la barriera 

ematoencefalica. La L-DOPA, somministrata oralmente, è 

rapidamente assorbita dall’intestino tenue attraverso un sistema di 

trasporto attivo degli aminoacidi aromatici. Si può dunque verificare 

competizione tra la L-DOPA e gli amminoacidi assunti con la dieta. 

L’ingresso del farmaco nel sistema nervoso centrale (SNC) attraverso 

la barriera ematoencefalica è anche esso un processo attivo mediato 

dal trasportatore degli amminoacidi aromatici e dunque competitivo 

con essi. Nel cervello la L-DOPA viene convertita in DA dall’enzima 

L-DOPA-decarbossilasi nelle terminazioni presinaptiche dei neuroni 

dopaminergici della substantia nigra pars compacta all’interno dello 

striato. Dopo il rilascio la dopamina viene captata dalla membrana 

postsinaptica dei neuroni striatali per poi essere degradata dalle 

monoamino-osidasi (MAO) e dalle catecol-O-metiltransferasi 

(COMT). 

 Nonostante i livelli di questo enzima siano ridotti a causa della 

degenerazione dei neuroni dopaminergici, permane comunque una 

discreta attività enzimatica nelle terminazioni residue permettendo 

così la trasformazione della L-DOPA in DA. 
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1.2.1 Patogenesi  

 L’eziologia della malattia di Parkinson è ancora oggi poco 

conosciuta anche se sono state formulate ipotesi su possibili cause 

genetiche o sporadiche. Le prime forniscono un quadro patologico che 

rientra nel cosiddetto Parkinson genetico; le altre determinano quello 

che viene definito Parkinson sporadico. 

 

1.2.1.1 Parkinson genetico  

 Tra le cause genetiche del morbo di Parkinson si riconoscono 

mutazioni a livello di geni che codificano per determinate proteine: 

alcune di queste fanno parte del sistema di degradazione proteosoma 

ubiquitina (UPS), altre come per esempio l’α-sinucleina, hanno 

diversa funzione ma in condizioni patologiche sono ugualmente 

determinanti per lo sviluppo della malattia. 

 L’α-sinucleina è una proteina della famiglia delle sinucleine, 

costituita da 140 amminoacidi (George J.M., 2002). Sebbene le sue 

normali funzioni fisiologiche siano sconosciute, si è ipotizzato che 

possa essere coinvolta nei meccanismi di trasporto delle vescicole 

contenenti dopamina, a livello delle terminazioni sinaptiche dei 

neuroni dopaminergici (Clayton D.F. and George J.M., 1999). 

Mutazioni puntiformi nel gene che codifica per questa proteina, nel 
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locus 4q21-23 (PARK1), sono responsabili della forma autosomica 

dominante della malattia (Warner T.T. and Schapira A.H., 2003). Tali 

mutazioni favoriscono la tendenza della proteina ad aggregarsi in 

filamenti; questi si ritrovano abbondanti in inclusioni citoplasmatiche 

dette corpi di Lewy, i più evidenti elementi diagnostici della malattia 

(Steece-Collier K.and al., 2002). 

L’α-sinucleina mutata non può, inoltre, essere degradata dai sistemi 

proteolitici UPS ed è anche in grado di inibirne la funzione; di 

conseguenza viene incrementato l’accumulo intracellulare di proteine 

danneggiate. Questa condizione prende il nome di stress proteolitico 

(McNaught K.S. and Olanow C.W., 2003). Si è anche ipotizzato che 

le cellule contenenti l’α-sinucleina mutata risultino più suscettibili allo 

stress ossidativo: le proteine ossidate, infatti, non vengono più 

degradate efficientemente dal complesso ubiqutina-proteosoma 

(Jenner P., 2003). 

 La parkina è un enzima costituito da 465 amminoacidi 

appartenente alla classe delle E3 ubiquitin protein ligasi; la sua 

funzione consiste nel legare catene di poliubiquitina alle proteine 

destinate alla degradazione (Von Coelln R. et al., 2004). In codizioni 

patologiche, si riscontra una mutazione nel gene che codifica per la 

parkina, presso il locus PARK2 (6q25.2-q27): questo determina la 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22McNaught%20KS%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Olanow%20CW%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12666096?ordinalpos=13&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
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condizione autosomica recessiva del morbo (Warner T.T. and 

Schapira A.H., 2003). Ciò non consente alla parkina di legare le 

ubiquitine alle proteine da degradare, accumulandosi, in questo modo, 

nel citoplasma. 

 Infine va ricordato l’enzima UCH-L1, della classe delle 

ubiquitin idrolasi, che rimuove e smonta le catene di poliubiquitina 

dalle proteine in fase di degradazione rendendo disponibili i 

monomeri di ubiquitina per successive proteolisi (Leroy E. et al., 

1998). La mutazione che interessa il gene che codifica per UCH-L1 si 

trova nel locus 4p14 (Warner T.T. and Schapira A.H., 2003). Con tale 

mutazione si riduce la possibilità di recuperare molecole di ubiquitina, 

che non si trovano più libere nel citoplasma: le successive proteolisi 

sono dunque compromesse (McNaught K.S. and Olanow C.W., 2003). 

Fattori genetici possono giocare un ruolo importante nell’eziologia del 

Parkinson sporadico (Warner T.T. and Schapira A.H., 2003). Individui 

predisposti alla patologia mostrano nel loro genoma mutazioni che 

riguardano i geni codificanti per diverse classi di proteine: molecole 

coinvolte nel metabolismo della DA, enzimi epatici deputati alla 

detossificazione e le già sopracitate proteine tra le cause della forma 

familiare del morbo di Parkinson (α-sinucleina, parkina ed UCH-L1). 

Di recente, è stato individuato un gene, Nurr1,essenziale nello 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22McNaught%20KS%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Olanow%20CW%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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sviluppo e nel sostentamento dei neuroni dopaminergici della 

substantia nigra: una mutazione,in condizioni di omozigosi, può 

costituire un altro fattore che predispone alla malattia. 

 E’ stato infine osservato che mutazioni nel DNA mitocondriale 

aumentano le possibilità di rischio verso tale patologia, soprattutto se i 

geni interessati sono quelli che vanno a costituite il complesso I della 

catena respiratoria. Conseguenza di tutto ciò una ridotta disponibilità 

di ATP e una maggiore vulnerabilità nei confronti del morbo ( Warner 

T.T. and Schapira A.H., 2003). 

 

1.2.1.2 Parkinson sporadico 

 E’ noto che un certo grado di ereditarietà possa rendere un 

individuo più suscettibile all’azione di agenti tossici sia endogeni che 

esogeni. Tuttavia la possibilità che questa malattia si trasmetta su basi 

ereditarie viene scartata nel momento in cui non è riscontrata 

familiarità. Molti casi di Parkinson si manifestano senza cause 

evidenti, anche se l’età avvanzata è un importante fattore di rischio. Si 

crede che la malattia possa insorgere da complesse interazione fra 

suscettibilità genetica e fattori ambientali. 

 Esperimenti hanno dimostrato che l’1-metil-4-fenil-1,2,3,6-

tetraidropiridina (MPTP) e la 6-idrossi-dopamina (6-OH-DA) sono i 
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principali composti coinvolti nello sviluppo del parkinsonismo 

sporadico come dimostrato in cavie da laboratorio. Si anche osservato 

che sostanze presenti in pesticidi ed insetticidi, come il rotenone ed il 

paraquat per esempio, sono implicati nella patogenesi del morbo di 

Parkinson. La tossicità di queste molecole si esplica in un deficit di 

ATP e in una condizione di stress ossidativo (Schober A. 2004). 

(Figura 8). 

 L’MPTP una neurotossina analoga del narcotico meperedina, 

spesso utilizzata nei laboratori di ricerca per lo studio della malattia di 

Parkinson su modelli animali (Schober A., 2004). Agli inizi degli anni 

ottanta giovani tossicodipendenti svilupparono sintomi analoghi alla 

malattia di Parkinson in seguito ad assunzione di eroina sintetica 

(China White) a base di 1-metil-4-fenil-propion-ossipiperidina 

(MPPP) in quanto questa veniva metabolizzata a MPTP. La molecola 

in questione è altamente lipofila, ed è in grado di attraversare la 

barriera ematoencefalica. Viene captata dagli astrociti e trasformata, 

per mezzo delle monoamino ossidasi B, in 1-metil-4-fenil-2,3-

diidropiridina (MPDP), la quale a sua volta si ossida spontaneamente 

in 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP
+
) (Schober A., 2004). 

Questa molecola viene rilasciata nello spazio extracellulare e ricaptata 

dai neuroni dopaminergici per mezzo di un trasportatore attivo della 
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dopamina (DAT). Le cellule della sostanza nera di Sömmering, che in 

condizioni fisiologiche esprimono questa proteina di membrana, 

mostrano una grande affinità per l’MPP
+
, venendone selettivamente 

uccise dopo averlo immagazzinato (Steece-Collier K.and al., 2002). 

 

 

 

L’MPP
+
 si accumula all’interno del mitocondrio dove, inibendo il 

complesso I della catena respiratoria, provoca una drastica riduzione 

nella biosintesi di ATP e favorisce la produzione di radicali liberi 

(Jenner P., 2003). Il danno generato dalla neurotossina sembrerebbe 

portare le cellule della substantia nigra pars compacta all’apoptosi 

(Tatton W.G. et al., 2003; Serra P.A. et al., 2002). 

L’MPP
+
 è, anche, capace di legarsi ai trasportatori vescicolari delle 

monoamine (VMAT) accumulandosi nelle vescicole che contengono 

dopamina per poi interferire con il trasporto ed il rilascio del 

neurotrasmettitore (Schober A., 2004) (Figura 8). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12666096?ordinalpos=13&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
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 Altre neurotossine come la 6-OH-DA o il rotenone possono 

interferire con il complesso I della catena respiratoria mitocondriale; 

anche questi due composti sono ampiamente utilizzati per lo studio del 

morbo di Parkinson su modelli animali (Schober A., 2004). 

 

 

Figura 8. Meccanismi d'azione di alcune neurotossine (Shober A., 2004) 
 

Il rotenone, oltretutto, è un insetticida di origine naturale estratto dalle 

radici di alcune specie di piante; viene utilizzato come potente 

insetticida nelle coltivazioni. Studi recenti, su cavie da laboratorio, 

dimostrano che il rotenone induce la morte selettiva dei neuroni 

dopaminergici e la formazione dei corpi di Lewy compromettendo le 

funzioni motorie degli animali trattati. 
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1.3. Le specie reattive dell’ossigeno e lo stress ossidativo 

 Nelle malattie neurodegenerative, come il morbo di Parkinson e 

l’Alzheimer, la perdita di neuroni specifici è associata alla formazione 

di aggregati proteici. In tali patologie sembrerebbe avere un ruolo 

determinante lo stress ossidativo come risultato di una non controllata 

produzione di specie reattive dell’ossigeno (ROS); l’ossigeno (O2) è 

un elemento chimico indispensabile per gli organismi aerobi ma 

talvolta risulta essere tossico se vengono a generarsi intermedi di 

riduzione molto più reattivi. La completa riduzione dell’ossigeno ad 

acqua nella catena respiratoria richiede quattro elettroni. Questo 

processo genera, molto spesso, nel mitocondrio molecole altamente 

reattive dell’ossigeno come l’acqua ossigenata (H2O2), il nitrossido 

(NO), lo ione superossido (O2
-•
) ed i radicali idrossilici (OH

•
) 

(Barnham K.J et al., 2004). Il consumo elevato di ossigeno, un livello 

basso di antiossidanti ed una scarsa capacità rigenerativa del tessuto 

cerebrale favorirebbero danni biologici dovuti alla formazione di 

specie reattive dell’ossigeno. Lo stress ossidativo potrebbe quindi 

avere un ruolo determinante nell’evoluzione dei processi 

neurodegenerativi. Risultano particolarmente suscettibili all’attacco 

dei ROS i lipidi insaturi ed il DNA. L’attacco dei radicali liberi sul 

doppio legame degli acidi grassi insaturi genera radicali perossilipidici 
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che attaccano altri acidi grassi insaturi compromettendo l’integrità 

delle membrane biologiche. Anche il DNA e le proteine risultano 

essere un bersaglio dei radicali liberi (sono particolarmente 

abbondanti nel cervello dei parkinsoniani la 8-idrossi-guanina e la 8-

idrossi-2-deossiguanina) (Gabbita S.P. et al., 1998).  

 Le cellule possiedono, tuttavia, dei meccanismi di difesa contro 

lo stress ossidativo e questi vengono utilizzati come marker sia 

nell’attività di ricerca che nella diagnostica. Per esempio, proteine 

antiossidanti quali la catalasi, la superossido dismutasi (SOD), la 

glutatione perossidasi e la riduttasi incrementano nell’ipocampo e 

nell’amigdala dei malatti di Alzheymer (Zemlan F.P. et al., 1989; 

Pappolla M.A. et al., 1992). 

In condizioni fisiologiche nella substantia nigra si possono riscontrare 

concentrazioni piuttosto alte di ROS (Sudha K. Et al., 2003): questa 

condizione risulta incrementata nei neuroni dopaminergici di individui 

affetti da morbo di Parkinson. Lo stress ossidativo contribuisce alla 

serie di eventi che porta alla morte neuronale: agisce in sinergia con 

altre disfunzioni, tra cui deficit mitocondriali e alterazioni del sistema 

UPS di degradazione delle proteine cellulari (McNaught K.S. and 

Olanow C.W., 2003). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22McNaught%20KS%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Olanow%20CW%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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Il metabolismo della dopamina è responsabile degli alti livelli di stress 

ossidativo della substantia nigra (Jenner P., 2003); infatti, la 

degradazione di questo neurotrasmettitore ad opera delle MAO 

produce perossido d’idrogeno (H2O2) dalla quale possono formarsi 

radicali idrossilici e anioni superossido altamente tossici in presenza 

di di ferro normalmente riscontrabile nella sostanza nera di 

Sömmering nella seguente reazione di Fenton: 

Fe
3+

 + O2
-•
 → Fe

2+
 + O2 

H2O2 + Fe
2+

 → OH
• 
+ OH

−
+ Fe

3+
 

e di Haber-Weiss: 

O2
-•
 +H2O2 → O2 + OH

• 
+ OH

−
 

Entrambe queste reazioni avvengono in presenza di metalli di 

transizione come il ferro libero non legato alla ferritina (Prasad K.N.et 

al.,1999). In condizioni patologiche il nitrossido contribuisce al 

distacco del ferro dalla ferritina aumentando la concentrazione di Fe 

libero nella cellula. 

Questo processo non riguarda solamente i neuroni dopaminergici, ma 

ha luogo anche nelle cellule gliali che esprimono enzimi della classe 

delle monoamino ossidasi. E’ stato anche dimostrato che l’attivazione 

di particolari cellule gliali, la microglia, durante i processi 

infiammatori porta alla morte dei neuroni dopaminergici a causa del 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12666096?ordinalpos=13&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
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rilascio di specie reattive dell’azoto e dell’ossigeno altamente tossiche 

(Hunot S. and Hirsch E.C., 2003). Infine è importante sottolineare che 

lo stress ossidativo può contribuire al danneggiamento del 

meccanismo UPS di degradazione delle proteine avviando il processo 

di neurodegenerazione (McNaught K.S. and Olanow C.W., 2003). 

Altri metalli sono coinvolti nella malattia di parkinson fra i quali 

quelli di transizione come l’alluminio, il rame ed il manganese; 

sopratutto quest’ultimo, sembra essere coinvolto nell’eziopatogenesi 

professionale della malattia. Infatti ciò si è verificato in Cile dove 

minatori del manganese svilupparono la patologia in modo 

significativamente superiore rispetto alla popolazione di controllo. Il 

manganese, inoltre, determina un forte stress ossidativo capace di 

indurre l’auto-ossidazione dei catecoli tra cui L-DOPA e DA sia in 

vitro che in vivo (Serra P.A. et al., 2000; Migheli R. et al., 1999). 

 

1.4. Le cellule staminali ed il morbo di Parkinson 

 Il trapianto di cellule staminali potrebbe rappresentare una 

prospettiva terapeutica per numerose patologia neurodegenerative e 

neuromuscolari al momento incurabili, che sono dovute ad eventi 

spesso geneticamente determinati. Tale ipotesi si basa sulla loro 

capacità di formare nuovo tessuto e sostituire quello danneggiato o 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22McNaught%20KS%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Olanow%20CW%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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comunque fornire supporto trofico alle cellule danneggiate dalla 

malattia. Le staminali potrebbero rappresentare una sorgente cellulare 

per il morbo di Parkinson, traumi del midollo spinale e distrofie 

muscolari; malattie per le quali non è disponibile nessuna cura. 

 La degenerazione dei neuroni dopaminergici della substantia 

nigra pars compacta, ed il conseguente deficit della dopamina 

all’interno dello striato, si collocano alla base della malattia di 

Parkinson. La somministrazione per via sistemica dei precursori della 

dopamina, come la L-DOPA, non eliminano la causa della patologia 

ma apportano dei benefici momentanei rallentando i processi 

neurodegenerativi per cui possono essere considerati dei farmaci 

sintomatici (Redmond D.E et al., 2007). Tra le varie classi di farmaci, 

solamente gli inbitori della MAO B, quali la selegilina o i derivati 

della rasagilina, interverrebbero nel rallentamento della progressione 

della malattia in quanto contrasterebbero sia la formazione di ROS che 

la attivazione di pro-neurotossine (simili al MPTP) da parte delle 

MAO. 

 Oggi diversi gruppi di ricerca hanno la convinzione che la 

terapia cellulare possa dare un importante contributo nella lotta alle 

malattie neurodegenerative come già dimostrato in esperimenti 

condotti su roditori e primati da laboratorio; sono, infatti, apprezzabili 
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i risultati comportamentali e biochimici ottenuti in seguito al trapianto 

di neuroni dopaminergici fetali in animali da esperimento (Perlow 

M.J. et al., 1979; Björklund A. et Stenuvi E., 1979; Brundin P. et al., 

1988; Redmond D.E. et al., 1986; Taylor J.R. et al., 1991; Bankiewicz 

K. et al., 1993). Si è ipotizzato, perciò, che oltre alla rinormalizzazione 

del tono dopaminergico (target delle vecchie terapie sostitutive basate 

su impianti di cellule dopaminergiche a livello striatale) possa esservi 

un ripristino funzionale della zona lesa (via nigro-striatale) (Redmond 

D.E et al., 2007). L’impianto di cellule staminali nel cervello dei 

primati parkinsoniani potrebbe essere di fondamentale importanza 

clinica perché, esse non solo sono capaci di secernere citochine, che 

consentono loro di svilupparsi ed adattarsi al nuovo ambiente, ma 

possono dare origine ai diversi tipi cellulari differenziati regolandone 

il numero e la locazione. Cellule staminali neurali umane (hNSC) 

sembrerebbero ideali per sostenere tale ipotesi. Infatti tali cellule, 

probabilmente, possiedono gli attributi per fornire protezione sia 

anatomica che funzionale nelle patologie neurodegenerative ma anche 

la capacità di ristabilire le condizioni fisiologiche di partenza 

(Redmond D.E et al., 2007). 

 Recentemente è stato dimostrato che la “transplantation” di 

cellule staminali neurali adulte protegge il sistema nervoso centrale 
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anche in patologie neurodegenerative diverse dal morbo di Parkinson 

(Martino G. and Pluchino S., 2006). E’ noto dalla letteratura 

scientifica che, in modelli animali con encefalomielite autoimmune 

sperimentale (EAE), cellule della SVZ si spostano lungo il midollo 

spinale per arrivare nelle aree demielinizzate dove si differenziano in 

cellule di tipo gliale per fornire supporto alla zona lesa (Brundin L. et 

al., 2003; Picard-Riera N. et al., 2002). 

 Sebbene le potenzialità delle cellule staminali neurali adulte 

trapiantate nel cervello di roditori e primati, affetti da patologie 

neurodegenerative, siano ampiamente riconosciute, ancora poco o 

niente si conosce circa il loro comportamento o reattività in un 

microambiente ostile. Poiché molte neuropatologie sono 

accompagnate da stress ossidativo, lavori recenti hanno voluto mettere 

in evidenza le proprietà antiossidanti delle aNSC. Infatti, in 

esperimenti condotti “in vitro”, staminali adulte sono state comparate 

con cellule immortalizzate (cellule neurali postmitotiche o PNC); le 

aNSC hanno dimostrato di possedere meccanismi di difesa e vigilanza 

antiossidante superiori alle PNC. Già nella fase di controllo, le 

staminali adulte hanno rivelato, rispetto alla linea immortalizzata, una 

minor quantità di ROS, derivati dal metabolismo mitocondriale,ed una 

marcata espressione di enzimi chiave antiossidanti come la glutatione 
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perossidasi (GP) e la uncoupling protein 2 (UCP2). In seguito a 

trattamento con tossine mitocondriali, le cellule PCN hanno 

immediatamente presentato una scarsa attività mitocondriale ed un 

incremento della concentrazione di specie reattive dell’ossigeno 

deleterie per la coltura. Al contrario cellule aNSC hanno reagito 

prontamente sintetizzando una moltitudine di enzimi come la GP, la 

UCP e la superossido dismutasi 2 recuperando, così, all’iniziale 

condizione di deterioramento. Il recupero delle cellule staminali può 

essere bloccato, in vitro, solamente se viene inibito o danneggiato 

l’intero apparato enzimatico antiossidante. 

Il gruppo di ricerca di Lalitha Madhavan ha, perciò, messo in evidenza 

nel 2006 tali differenze nei due sistemi redox. Dati “in vivo” hanno 

confermato e rinforzato le osservazioni sopra menzionate; infatti, 

cellule proliferanti della SVZ di topini C57BL/6 hanno biosintetizzato 

enzimi chiave del sistema antiossidante. In conclusione, il 

meccanismo “di vigilanza” antiossidante e neuroprotettivo potrebbe 

rappresentare una caratteristica innata delle cellule staminali adulte 

sfruttabile non solo nel morbo di Parkinson ma anche in molte altre 

patologia neurodegenerative (Madhavan L. et al., 2006). 
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1.5. Ruolo biologico dell’acido ascorbico 

 L’acido ascorbico (o anche vitamina C) è una molecola 

idrosolubile indispensabile per l'uomo e deve essere obbligatoriamente 

assunta con la dieta: infatti gli uomini, come anche altre specie 

animali, non sono più capaci di sintetizzarlo autonomamente, per 

l’assenza di un enzima chiave nella sua biosintesi, la L-gulono-

gamma-lattone ossidasi (Hediger M.A., 2002). La vitamina C, ha un 

ruolo centrale nella formazione del collagene (Hediger M.A., 2002) ed 

una sua carenza, provocata generalmente da errate abitudini 

alimentari, è causa di molte dermopatie. Oltre a ciò, la vitamina C 

svolge altre funzioni nell'organismo, risultando essenziale in molte 

attività enzimatiche e processi fisiologici (Tolbert B., 1985). E’ noto 

anche il coinvolgimento dell'acido ascorbico nell'assorbimento del 

ferro. Alcuni dei suoi effetti fisiologici rimangono poco conosciuti, 

ma alterazioni nel suo metabolismo sono responsabili di molte 

malattie. Dati di laboratorio sembrerebbero indicare come ruolo 

principale dell'acido ascorbico quello di antiossidante, inibendo, per 

esempio, la perossidazione lipidica (Niki E. et al., 1984; Leung H. W. 

et al., 1981), mantenendo gli ioni ferro e rame nella forma ridotta di 

alcuni enzimi (Tsukaguchi H. et al., 1999) e neutralizzando l’azione di 

pericolose sostanze ossidanti. E’ giusto considerare l’acido ascorbico 
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come uno degli agenti antiossidanti più potenti (Kim E.J. et al., 2007), 

capace d’interrompere l’azione nociva di molti radicali liberi 

(Tsukaguchi H.et al., 1999). Si pensa infatti che il danno provocato 

dai radicali dell'ossigeno sia uno dei fattori che maggiormente 

contribuisca all'invecchiamento dei tessuti ed allo sviluppo di molti 

processi degenerativi, compreso il cancro (Harman D., 1981; Halliwell 

B. and Gutteridge J.M.C., 1990). L’acido ascorbico sembrerebbe 

svolgere un duplice ruolo protettivo in condizioni di stress ossidativo: 

riduce i gruppi ossidati dei centri prostetici degli enzimi e rimuove gli 

stessi agenti ossidanti, o specie radicaliche, dal microambiente. 

L’acido ascorbico è necessario per la protezione dei componenti 

cellulari in ambiente acquoso, mentre i carotenoidi, la vitamina A ed E 

esplicano tale azione in un ambiente non acquoso. La vitamina C è 

fondamentale per la biosintesi della carnitina e per l’attività della 

tirosina idrossilasi, enzima chiave nella biosintesi delle catecolamine 

(Hediger M.A., 2002); risulta determinante nel mantenere costante la 

concentrazione cellulare della vitamina E, riciclandola dalla forma 

ossidata a quella ridotta (McCay P.B., 1985). Altro importante ruolo 

dell’acido ascorbico è quello di essere essenziale, in vitro, nella 

formazione dei neuroni dopaminergici (Yan J. et al., 2001). 
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 L’assorbimento dell’acido ascorbico nell’organismo avviene per 

mezzo dei trasportatori della vitamina C sodio-dipendenti (SVCT1 ed 

SVCT2). Il trasportatore SVCT1 si trova negli epiteli dell’intestino e 

del rene mentre SVCT2 viene espresso, in misura maggiore, nei 

neuroni, nel sistema endocrino e nelle ossa (Hediger M.A, 2002). In 

topini knockout, per il trasportatore SVCT2, sono stati riscontrati alla 

nascita gravissimi danni all’apparato respiratorio ed abbondanti 

emorragie cerebrali. La concentrazione plasmatica di tale molecola è 

tra 10 e 160 µM; l’eccesso viene eliminato tramite i reni. La 

concentrazione dell’acido ascorbico risulta essere molto più alta, circa 

cento volte, in altri organi e tessuti come il timo, il corpo luteo, la 

retina ed il sistema nervoso ( in modo particolare all’interno neuroni). 

L’acido ascorbico viene assorbito dalle SVCT1 delle cellule epiteliali 

intestinali attraverso un meccanismo tuttavia sconosciuto (Miele M. et 

al., 1994; Wilson J.X. et al., 2000). Il trasporto attivo della vitamina C, 

attraverso la SVCT2, permette la distribuzione di tale molecola negli 

organi e nelle cellule che la richiedono. Le SVCT2 mediano anche il 

trasporto nel plesso corioideo, l’epitelio che separa il sangue dal 

tessuto nervoso, liberando l’acido ascorbico nel liquido cerebro-

spinale (Tsukaguchi H.et al., 1999; Spector R., 1977). Anche il 

trasporto all’interno dei neuroni è mediato dalle SVCT2. Le cellule 
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gliali, che supportano i neuroni, mancano dei trasportatori SVCT1 e 

SVCT2 ma esprimono il trasportatore dell’ acido deidroascorbico 

GLUT1 (noto anche come trasportatore del glucosio) (Figura 9). La 

concentrazione extracellulare della vitamina C può essere modulata 

attraverso il release del neurotrasmettitore glutammato, molto 

probabilmente con un scambio acido ascorbico-glutammato effettuato 

da GLUT (Miele M. et al., 1994; Rice M.E., 2000). 

 La vitamina C viene chiaramente riciclata nei neuroni per 

ostacolare il danno prodotto dalle specie reattive dell’ossigeno. Il 

metabolismo ossidativo presente nei neuroni è elevato quindi è 

indispensabile l’ausilio offerto dagli astrociti nel rigenerare l’acido 

ascorbico dal deidroascorbato (Wilson J.X., 1997). La vitamina C 

prende parte a molte reazioni enzimatiche e funge da scavenger contro 

i radicali liberi; il risultato è la formazione del deidroascorbato, il 

quale prontamente esce dai neuroni attraverso il GLUT3 per entrare 

nell’astrocita via GLUT1 (Figura 9). 

 All’interno dell’astrocita il deidroascorbato viene ridotto ad 

acido ascorbico e rilasciato per essere immediatamente captato dai 

neuroni per mezzo delle SVCT2. Tale ciclo spiega la dominante 

presenza della vitamina C all’interno dei neuroni (Rice M.E., 2000). 

Le alte concentrazioni di acido ascorbico e l’elevata espressione del 
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trasportatore SVCT2, osservate nel cervello fetale, suggeriscono il 

ruolo protettivo della vitamina C durante le diverse fasi dello sviluppo 

(Castro M. et al., 2001). 

 

 

Figura 9. Ciclo dell'acido ascorbico 
 

In conclusione, si può affermare che alte concentrazioni di acido 

ascorbico potrebbero rappresentare un adattamento per prevenire 

danni cellulari o tissutali causati da un elevato metabolismo ossidativo 

(Hediger M:A., 2002). 
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2. SCOPO DELLA RICERCA 

 Le cellule staminali utilizzate per i nostri esperimenti 

potrebbero rappresentare un alternativa o una valida integrazione alla 

terapia farmacologica della malattia di Parkinson. Obiettivo della 

nostra ricerca è stato quello di dimostrare che: 

I. La dopamina e la L-Dopa, in accordo con altri studi in vitro, 

inducono un aumento della viabilty delle aNSC. 

II. L’associazione AA+L-Dopa+DA, in vitro, riduce l’effetto 

tossico del Mn, dell’MPTP e dell’MPP
+
 sulle aNSC. 

III. Le staminali neurali adulte, in vitro, sono in grado di captare, 

ridurre e secernere l’acido ascorbico e di proteggere la L-Dopa 

e la dopamina dall’auto-ossidazione. 
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3. MATERIALI E METODI 

 

3.1 Animali sacrificati per l’espianto della zona subventricolare 

(SVZ) 

 Le cellule staminali neurali adulte (aNSC) sono prelevate dalla 

SVZ di topi C57BL/6 maschi (Charles Rivers, Milano, Italia) di 8 

settimane con peso corporeo di circa 25 g. Tutti gli animali vengono 

stabulati in gabbie in condizioni standard di luce e buio (luce dalle 

7.00 a.m. alle 7.00 p.m.), temperatura 19-22 °C, cibo e acqua “ad 

libitum” in base alle norme vigenti (Direttiva della Comunità Europea 

86/609 inclusa nel decreto legge n° 116/1992 del ministro della salute 

della Repubblica Italiana). 

 

3.2 Espianto della zona subventricolare 

 Dal cervello degli animali decapitati si preleva integralmente la 

zona subventricolare. La SVZ viene sminuzzata con forbicine e 

immersa nel buffer di digestione (vedi paragrafo 3.6) per 30 minuti a 

37°C. Il tessuto digerito viene centrifugato (1100 r.p.m. per 12 minuti) 

e lavato due volte nel medium complete plus (vedi paragrafo 3.3); 

dopo aver dissociato meccanicamente il pellet, le cellule sono 

trasferite in piastre p25 contenenti il medium complete plus ed 
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incubate a 37°C in atmosfera umidificata (95% aria / 5% CO2) per 10-

15 giorni fino alla stabilizzazione della coltura. 

 

3.3 Colture cellulari staminali 

 Nel corso dell’attività sperimentale, sono state utilizzate cellule 

staminali neurali adulte provenienti dalla zona subventricolare di topi 

C57BL/6. Le cellule piastrate ad una densità di 70000 cell./mL
 

vengono divise ogni 4 giorni, coltivate nel medium complete plus e 

mantenute a 37°C in atmosfera umidificata (95% aria / 5% CO2). 

 

3.4 Microscopia 

 Le cellule sono state osservate con un microscopio Nikon 

TE300, con colonna d’illuminazione da 100W e condensatore 

modulare, e fotografate con fotocamera Nikon digitale D50 single-

lens reflex (SLR). 

 

3.5 Composizione del medium complete plus 

 Le aNSC sono propagate in un terreno di coltura composto da 

375 mL di H2O apirogena per preparazioni iniettabili (Fresenius Kabi, 

Italia), 50mL di Dulbecco’s Modified Eagles medium 10X 

(DMEM/F-12), 5mL di penicillina/streptomicina (P/S), 5 mL di L-
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glutamina 200 mM (Invitrogen, Italia), 10 mL di glucosio al 30%, 7.5 

mL di NaHCO3 al 7.5%, 2.5 mL di hepes 1M, 1 mL di eparina 0.2% 

(Sigma Aldrich, Italia ), 50 µL del fattore di crescita fibroblastico 

(FGF-2) 10 ng/mL, 50µL del fattore di crescita epidermico (EGF) 20 

ng/mL (Listarfish, Italia) e 50 mL di ormone mix 10x (per 

composizione vedi paragrafo 3.5.1). 

 

3.5.1 Composizione dell’ ormone mix 

 L’ ormone mix è composto da 40mL di DMEM/F-12 10X 

(Invitrogen, Italia), 8 mL di glucosio al 30%, 6 mL di NaHCO3 al 

7.5%, 2 mL di hepes 1M, 400 mg di apo-transferrina, 100 mg di 

insulina (da sciogliere in 4mL di HCl 0.1N portando, infine, a volume 

con 36 mL di H2O apirogena), 38.6 mg di putrescina (da sciogliere in 

40 mL di H2O apirogena), 40µL di progesterone 2mM, 40µL di sodio-

selenite 3 mM (Sigma-Aldrich, Italia), 300 mL di H2O apirogena per 

preparazioni iniettabili (Fresenius Kabi, Italia). 

 La soluzione deve essere filtrata e conservata, in provette sterili 

da 50 mL, in freezer a –20°C. 
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3.6 Composizione del buffer di digestione 

 Il buffer viene preparato con 25 mL di Earle’s Balanced Salt 

solution (EBSS)(Gibco, Italia) nel quale sono sciolti 5mg di cisteina, 

5mg di acido etilendiamminotetraacetico (EDTA)(Sigma-Aldrich, 

Italia) e 20mg di papaina (27 unità/mg di proteina) (Roche, Italia). La 

soluzione deve essere filtrata e non può essere conservata. 

 

3.7 Vitalità cellulare  

 La vitalità delle colture, sottoposte a trattamenti farmacologici, 

viene valutata mediante il saggio del 3-(4,5,-dimetiltiazolo-2-yl)-2,5-

difeniltetrazolio bromuro (MTT) (Sigma-Aldrich, Italia). 

 Le cellule vitali, piastrate alla densità di 70000 cell./mL ed 

incubate per 4 ore a 37°C con 200 μl di MTT (soluzione madre 

5mg/mL), metabolizzano il sale di tetrazolio in cristalli di blu 

formazano (insolubili in soluzione acquosa); le cellule vengono lavate 

per due volte con un tampone fosfato salino (PBS), centrifugate, a 

4000 r.p.m per 15 minuti e risospese in 2 mL di isopropanolo per 

sciogliere i cristalli di blu formazano; si effettua un’ultima 

centrifugata a 4000 r.p.m. per 5 minuti, si preleva il surnatante e si 

legge l’assorbanza a 580 nm con il lettore di micropiastre (Bauty 

diagnostic microplate reader). 
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3.8 Analisi neurochimica 

 Le sostanze, da noi studiate, sono identificate e quantificate 

mediante la cromatografia liquida ad alte prestazioni (HPLC) 

utilizzando una pompa Varian 9001 HPLC con iniettore Rheodyne 

(mod.7725), una colonna a fase inversa (Adsorbosphere C18, 100 mm 

x 4.6 mm i.d. dimensione delle sfere: 3µm) (Alltech, USA) ed un 

rivelatore elettrochimico BAS (mod. LC4B). 

 La fase mobile utilizzata per gli esperimenti è composta da 

KH2PO4 (2.1 g/L), K2HPO4 (0.7 g/L), EDTA (0.5 mM), sodio 

ottilsolfato (100 mg/L), metanolo 8% con pH=2.65, velocità di flusso 

0.8 mL/minuto e potenziale applicato +780 mV. 

 

3.9. Sostanze chimiche utilizzate per gli esperimenti 

 Per la realizzazione di questa tesi sono state utilizzate le 

seguenti molecole: L-dihydroxyphenyl-alanina (L-DOPA), dopamina 

(DA), acido ascorbico (AA), acido deidroascorbico (DHAA), 

phloretin, 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina (MPTP), 1-metil-4-

fenilpiridinio (MPP
+
) (acquistate dalla Sigma, Italia), GBR 12783 HCl 

(TOCRIS bioscience), cloruro di manganese (MnCl2) (MERCK 

Darmstadt, Germany). 
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4. RISULTATI 

 

 Il modello in vitro, da noi utilizzato, è costituito neurosfere 

composte da cellule staminali neurali provenienti dalla zona 

subventricolare (SVZ) di topi C57BL/6. Le colture sono state esposte 

al trattamento con diversi farmaci per valutare viability e 

comportamento neurochimico. 

 

4.1 Aumento dell’attività mitocondriale indotto da L-Dopa e 

Dopamina 

 Nella figura 10 è rappresentato l’aumento della viability 

(attività mitocondriale) mediante il saggio MTT, indotto dalla 

dopamina e dalla L-DOPA (10, 25 e 50 µM) nell’arco delle 24 ore. 

 

 

Figura 10 
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Addizionate singolarmente, DA e L-DOPA, determinano un aumento 

significativo, dose dipendente, nella produzione di cristalli di blu 

formazano rispetto alle cellule di controllo (p<0.05). L’associazione 

L-DOPA+DA potenzia tali effetti sulla viability delle neurosfere 

(p<0.05), mantenendo la dose-dipendenza (figura 10). 

 

4.2 Potenziamento dell’attività mitocondriale indotto da L-Dopa e 

Acido Ascorbico 

L’esposizione delle neurosfere ad una soluzione di acido ascorbico 

(AA) 100µM aumenta significativamente l’attività mitocondriale di 

circa il 10% (p<0.05), rispetto alla condizione di controllo (Fig. 11). 

 

 

Figura 11 
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Si è già visto, in figura 10, come la L-Dopa possa aumentare in modo 

significativo l’attività mitocondriale. Infatti la sua associazione con 

AA (100 µM) incrementa significativamente la viability delle 

neurosfere (+125% rispetto al controllo e +25% rispetto alla sola L-

Dopa) (p<0.05) (Fig.11). 

 

4.3 Tossicità indotta da Manganese e protezione sinergica dell’acido 

ascorbico e della L-Dopa  

Come già osservato su altre linee cellulari (Migheli R. et al., 1999) 

l’esposizione delle neurosfere a concentrazioni elevate di manganese 

(0.2 mM) determina una riduzione significativa della viability alle 24 

h (meno del 40% di cellule vitali rispetto al controllo) (p<0.05). 

 

 

Figura 12 
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L’associazione L-Dopa (50µM) + Mn (0.2 mM) determina un 

significativo incremento della mortalità (15% di cellule staminali 

vitali rispetto al controllo ed un ulteriore abbattimento del 25% 

rispetto al solo trattamento con Mn) (p<0.05) (Fig 12). 

 

 

Figura 13 
 

Quando alle piastre di coltura, trattate con Mn (0.2 mM), viene 

addizionato AA (0.1 mM) i valori iniziali della viability, equivalenti 

alle colture di controllo, non vengono raggiunti; comunque in 

presenza di AA, si ha il 20% in più di cellule vitali rispetto al solo 

trattamento con Mn (p<0.05) (Fig. 12). L’acido ascorbico, 

somministrato al medium di coltura contenente L-Dopa+Mn, induce 

un aumento significativo della vitalità delle cellule staminali del 20% 

in più rispetto al solo trattamento L-Dopa + Mn (p<0.05) (Fig. 12). 
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Preso atto dell’ azione tossica del Mn 0.2 mM si è deciso di utilizzare 

una concentrazione inferiore di Mn ma si è prolungato il tempo di 

esposizione a 48h. I trattamenti sono stati quindi eseguiti con Mn 

25µM ottenendo una riduzione della viability delle neurosfere del 20% 

rispetto alla condizione di controllo (p<0.05) (Fig. 13); l’associazione 

L-Dopa+Mn ha ulteriormente ridotto, in modo significativo, la vitalità 

cellulare del 30% rispetto al solo trattamento con Mn 25µM (-50% 

rispetto al controllo) (p<0.05) (Fig. 13). 

 L’effetto dell’AA sulla viability delle neurosfere 

contemporaneamente esposte all’associazione L-Dopa (50 µM) + Mn 

(25 µM) è stato quello di incrementare la vitalità cellulare riportandola 

ai valori  di controllo (100% cellule vitali) (Fig. 13). L’acido 

ascorbico ha quindi portato ad un aumento significativo  nella viability 

rispetto al solo trattamento L-Dopa+Mn (p<0.05) (Fig. 13). 

 

4.4 Tossicità indotta da MPTP ed MPP
+
sulle aNSC 

La vitalità cellulare è stata valutata, inoltre, dopo trattamento con 

MPTP ed MPP
+
 per 24 e 48h (Fig.14-15). 

L’MPTP 0.5 mM non sembra incidere sull’attività mitocondriale, 

anzi, si può notare un lieve ma non significativo aumento della 

viability pari al 5% (Fig.14); dopo 48h, però, si ha una riduzione 
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significativa nel numero di cellule pari al 20% (p<0.05) rispetto al 

controllo (Fig.15). 

L’MPTP 2 mM, a 24h, riduce drasticamente la viability dell’ 80% 

(p<0.05 vs control) (Fig.14). Inoltre, l’effetto dell’MPTP 2mM è 

significativamente più marcato (p<0.05) rispetto all’MPP
+
 (il 40% di 

cellule in meno rispetto all’ MPP
+
 0.5 mM ed il 10% di cellule in 

meno rispetto all’ MPP
+
 2mM) (Fig.14). 

 

 

Figura 14 

 

Dopo 24h di trattamento con MPP
+
, 0.5mM e 2mM, si evidenzia una 

mortalità significativa del 30% (p<0.05 vs control) e del 65% circa 

(p<0.05 vs control) (Fig.14). 
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Dopo 48h di esposizione l’MPP
+
 (0.5, 1 e 2 mM) riduce visibilmente 

la viability del 65, 70 e 75 % (p<0.05 vs control) mentre l’MPTP 1 e 2 

mM rispettivamente del 50 e 75% (p<0.05 vs control) (Fig.15). 

 

Figura 15 

 

In pratica l’MPP
+
 0.5 mM riduce ulteriormente del 40% la viability 

rispetto all’ MPTP 0.5 mM (p<0.05) così come L’MPP
+
 1 mM si 

rivela più tossico dell’ MPTP 1mM del 20% circa (p<0.05) (Fig.15). 

 

4.5 Trattamento delle staminali neurali adulte con l’inibitore del 

DAT   

Come già discusso nel paragrafo 4.4 il trattamento con MPTP ed 

MPP
+
 riduce drasticamente la viability cellulare (vedi anche la fig.14-

15). 
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L’inibitore del DAT (GBR 12783 HCl) non fornisce alcuna protezione 

alla coltura dopo il trattamento con MPTP ed MPP
+
 (Fig.16). 

 

 

Figura 16 
 

 Si consideri che l’inibitore del DAT è stato aggiunto al terreno di 

coltura 30’ prima del trattamento con MPTP ed MPP
+ 

per favorire 

l’interazione fra il GBR 12783 HCl e le cellule stesse; queste, quando 

pretrattate con GBR 12783 HCl, se provviste del DAT, avrebbero 

dovuto bloccare, o attenuare, la tossicità mitocondriale dell’ MPP
+ 

. 
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4.6 L-Dopa, Dopamina ed Acido Ascorbico aumentano la viability 

nel trattamento con MPTP ed MPP
+
 

Nei nostri esperimenti è stata considerata anche la combinazione fra 

MPTP (2mM), MPP
+
 (0.5 e 2 mM), DA (50µM) ed acido ascorbico 

(0.1 mM) (Fig.17). 

 

 

Figura 17 
 

Come già visto in precedenza, i trattamenti con l’MPTP (2mM) e 

MPP
+
(0.5 e 2 mM) determinano una riduzione drammatica nella 

viability delle aNSC (Fig.14); si voluto, allora, aggiungere acido 

ascorbico (0.1mM) e DA (50µM) nelle piastre trattate con MPTP 

(2mM) ottenendo una riduzione della mortalità del 25% rispetto al 

solo trattamento con MPTP (2mM) (Fig.17). 
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Lo stesso esperimento è stato eseguito sostituendo la DA con L-Dopa 

50µM ottenendo un ulteriore aumento della viability, rispetto al 

DA+MPTP+AA precedentemente descritto, pari al 25% in più rispetto 

al controllo (Fig.17). 

Il solo trattamento con MPP
+
 0.5mM riduce la viabilty cellulare del 

50% circa; ancora una volta, l’associazione con acido ascorbico 

(0.1mM) e DA (50µM) incrementa la viability del 30% rispetto al solo 

trattamento con MPP
+ 

(Fig.17). 

L’effetto tossico dell’MPP
+
 viene contrastato dall’associazione L-

Dopa (50 µM) + acido ascorbico (0.1 mM); l’attività mitocondriale 

della coltura staminale viene rafforzata passando da una mortalità del 

50% ad una viabilty del 150% rispetto al controllo (Fig.17). 

Infine, il sinergismo L-Dopa+DA+AA porta la viability della coltura 

staminale al 200% contrastando così l’effetto deleterio dell’MPP
+
 

2mM ed inducendo un significativo aumento anche rispetto al gruppo 

di controllo (Fig.17). 

 

4.7 Effetto dell’Acido Ascorbico e del deidroascorbato sulla viability 

delle cellule staminali  

Le staminali adulte provenienti dalla SVZ incrementano, in modo 

significativo, la loro viability del 10% circa, dopo aver addizionato al 
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medium di coltura acido ascorbico 0.1 mM (p<0.05 vs control) o 

deidroascorbato 0.2 mM (p<0.05 vs control) come illustrato in figura 

18. 

 

 

Figura 18 

 

4.8 Acido Ascorbico intracellulare 

L’analisi neurochimica, eseguita sulle aNSC con la cromatografia 

liquida ad alte prestazioni, rivela che l’acido ascorbico 50µM 

addizionato al terreno di coltura viene immagazzinato dalle cellule 

staminali già nei primi 30 minuti di trattamento con una 

concentrazione pari 0.6µg/mg di proteine. 

Dopo 2h e 30’ la quantità intracellulare di acido ascorbico quantificata 

è uguale a 2.25 µg/mg di proteine (Fig.19). 
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Utilizzando un inibitore specifico per le SVCT1 e SVCT2, la 

phloretin 100 µM aggiunta 30’ minuti prima della somministrazione 

di AA al medium di coltura, viene bloccato in modo significativo 

(P<0.05) l’ingresso dell’acido ascorbico nel compartimento 

intracellulare a 30’ dall’inizio dell’esperimento (Fig.19). 

 

 
Figura 19 

 

Dopo 2h e 30’ si trovano, all’interno delle cellule, 0.25 µg di acido 

ascorbico per milligrammo di proteine, 9 volte inferiore rispetto alle 

neurosfere non trattate con phloretin (Fig.19). 
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4.9. Presenza dell’acido ascorbico nel medium e all’interno delle 

cellule dopo trattamento con DHAA 

Incubando le staminali con deidroascorbato (8mM), per 30’, sono stati 

misurati circa 140 ng di AA per 5mL di medium. Dopo 2h e 30 min. 

350 ng/5mL nel terreno di coltura (Fig.20). 

 

 

Figura 20 

 

E’ stata valutata anche la presenza di acido ascorbico intracellulare 

dopo il trattamento con DHAA (8mM) (Fig.21). 

I risultati dimostrano che circa 60 ng di AA per milligrammo di 

proteine sono presenti dentro le cellule dopo 30 minuti di trattamento 

(Fig.21).  
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Sempre in figura 21, si può notare che la concentrazione di acido 

ascorbico dopo 2h e 30 minuti di trattamento, con DHAA 8 mM, 

aumenta dentro le cellule fino a 100 µg/mg di proteine (+ 40% di 

acido ascorbico intracellulare rispetto ai primi 30’ di trattamento). 

 

 

Figura 21 
 

4.10. Auto-ossidazione di AA, L-DOPA e DA in presenza o meno di 

aNSCs 

L’acido ascorbico (100µM), la L-Dopa (50 µM) e la dopamina (50 

µM), sono state addizionate al medium di coltura (complete plus) in 

presenza o meno di cellule staminali, onde valutare comparativamente 
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la loro auto-ossidazione ed il ruolo delle aNSCs nel rallentare tale 

processo. 

Gli esperimenti sono stati condotti in triplicato utilizzando sia flask 

p75 contenti 10 ml di medium fresco (n=3) senza cellule, sia flask 

contenenti le neurosfere in un medium al terzo giorno di coltura. 

Il medium di tre giorni è stato sostituito con quello fresco al tempo 

zero (t0) (n=3). Alle sei piastre è stata addizionata una miscela 

standard di AA, L-DOPA e DA alle concentrazioni precedentemente 

indicate e sono stati effettuati prelievi seriati di medium a 0, 0.5, 8, 22, 

30, 44, 56 e 72 ore. I campioni sono stati immediatamente congelati a 

-80° e successivamente iniettati in HPLC per essere analizzati. 

Nella figura 22 è riportata la concentrazione di AA nei diversi 

campioni di medium, prelevati a tempi differenti in presenza o meno 

di aNSCs. 

L’auto-ossidazione di AA nel solo medium avviene in modo 

estremamente rapido, a 30’ dall’inizio dell’esperimento, con una 

riduzione del 40% rispetto alla concentrazione iniziale di AA; tale 

fenomeno risulta essere estremamente rallentato in presenza delle 

cellule staminali con una concentrazione di AA pari a al 90% di quella 

iniziale. 
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Dopo 8h di trattamento l’acido ascorbico si ritrova in forma ridotta 

solo nelle plate contenenti cellule staminali (31 µM) (p<0.05 vs 

medium [A]). 

 

 

Figura 22 
 

  

A due giorni dal trattamento (30h) si rilevano ancora quantità 

significative di acido ascorbico (1 µM) in presenza di cellule staminali 

(p<0.05 vs medium). Alle 72 ore l’acido ascorbico va incontro a 

completa auto-ossidazione e non è più quantificabile all’interno delle 

due piastre con e senza neurosfere (Fig.22). 
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Nella figura 23 vengono riportate le concentrazioni di L-Dopa 

corrispondenti ai diversi prelievi effettuati nelle 72h di esperimento. 

Le metodiche e le condizioni di lavoro sono identiche alle precedenti 

(n=3). 

 

 

Figura 23 
 

Analizzando globalmente il grafico, si può osservare un calo 

progressivo nella concentrazione della L-Dopa nel medium complete 

plus senza cellule [A]; già alla ventiduesima ora si può evidenzire un 

calo drastico nella concentrazione di L-Dopa; dopo 56h di trattamento, 

la sua concentrazione non è più apprezzabile rispetto al medium 

contenente anche le cellule staminali. 



Dottor Giammario Calia-Valutazione del potenziale antiossidante e neuroprotettivo di cellule staminali 

neurali adulte prelevate dalla zona subventricolare di topi C57BL/6-Dottorato di Ricerca in 

Neuroscienze XXI ciclo-Università di Sassari 

 

64 

Osservando il grafico (fig.23), si deduce che la presenza delle cellule 

staminali rallenta i fenomeni di auto-ossidazione della L-Dopa; infatti, 

dopo 72h essa è ancora presente nel medium complete plus + 

neurosfere in concentrazioni significative rispetto al medium senza le 

cellule staminali (p<0.05 vs [A]). 

 

 

Figura 24 
 

Nella figura 24 sono riportate le concentrazioni di dopamina per ogni 

prelievo effettuato in 72h di trattamento. Si osserva un calo lineare 

della DA, dopo 8h di esperimento, sia nelle flask contenenti cellule 

staminali, sia in quella che ne sono prive. Dopo 72h è comunque 

apprezzabile, rispetto alle piastre con solo medium [A], la quantità di 

DA presente nel medium contenente le cellule staminali pari a 6 µM. 
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5. DISCUSSIONE 

 

Le cellule staminali utilizzate negli esperimenti potrebbero 

rappresentare un alternativa o una valida integrazione alla terapia 

farmacologica della malattia di Parkinson. 

La SVZ di roditori e primati contiene cellule capaci di generare nuovi 

neuroni. Neuroni dopaminergici della substantia nigra pars compacta 

proiettano i loro assoni nella SVZ controllandone proliferazione e 

migrazione (Höglinger G.U et al., 2004). 

Le cellule staminali della SVZ possiedono infatti i recettori 

dopaminergici D1L e D2L: in particolare le cellule di tipo A 

possiedono quelli di tipo D1L nella membrana plasmatica mentre 

quelle di tipo C lo nel citoplasma; il recettore D2L si trova invece sia 

nella membrana plasmatica che nel citoplasma delle cellule di tipo C. 

Questo recettore viene espresso in misura minore nella membrana 

plasmatica delle cellule di tipo A (Höglinger G.U et al., 2004). La 

dopamina proveniente dalla substantia nigra pars compacta 

influirebbe sulla proliferazione delle cellule della SVZ interagendo 

con il recettore D2L. La formazione di nuovi neuroni sembrerebbe 

però essere compromessa, nel Parkinson sporadico, dalla drastica 

riduzione della dopamina (Höglinger G.U et al., 2004). Nei primati, la 

degenerazione dei neuroni dopaminergici, indotta dalla neurotossina 
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MPTP, compromette la proliferazione delle aNSC (Freundlieb N. et 

al., 2006). La proliferazione delle cellule può essere recuperata 

utilizzando agonisti per il recettore D2. Le nostre ricerche, in accordo 

con altri studi (Höglinger G.U et al., 2004), indicano che in vitro la 

dopamina induce un aumento della viabilty delle neurosfere adulte 

mantenute in coltura. Si è osservato che, staminali umane trapiantate 

in primati affetti da Parkinson chimico indotto con MPTP, 

determinano un miglioramento comportamentale. E’ noto infatti che la 

neurotossina possa interferire con il complesso I del mitocondrio 

favorendo la formazione dei ROS e determinando una drastica 

riduzione di ATP; tutto ciò compromette la funzionalità della 

substantia nigra pars compacta che va incontro a 

neurodegenerazione. Il meccanismo di morte, proposto nel Parkinson 

indotto dall’MPTP, dovrebbe essere quello apoptotico. Ciò è stato 

osservato in colture neuronali (Dipasquale B. et al., 1991), in cellule 

PC12 (Hartley A., 1994) ed in co-colture dello striato e del 

mesencefalo ventrale di ratto (Mochizuki H.et al., 1994). In più, la 

formazione di specie reattive dell’ossigeno determina l’auto-

ossidazione della dopamina che, a sua volta, indirizza le cellule 

neuronali verso la morte cellulare programmata (Ziv I et al., 1994). 

Anche il Mn potrebbe stimolare l’autossidazione della dopamina nei 
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neuroni dopaminergici, incrementando la produzione dei ROS e di 

chinoni (Graham D.G., 1984). Si crede che lo stress ossidativo sia la 

causa principale della morte neuronale (Desole M.S. et al., 1995; 

Spina M.B. and Cohen G., 1989; Sun A.Y. et al., 1989) e che il 

manganese, come d’altronde l’MPTP, orienta le cellule PC12 e le 

colture neuronali verso l’apoptosi (Desole M.S. et al., 1997). 

Sono state proposte molteplici interazioni fra le NSC esogene ed 

l’ambiente patologico ospite. Infatti tali cellule, probabilmente, 

possiedono gli attributi per fornire protezione sia anatomica che 

funzionale nelle patologie neurodegenerative ma anche la capacità di 

ristabilire le condizioni fisiologiche di partenza (Redmond D.E. et al., 

2007). Inoltre, cellule staminali neurali forniscono neuroprotezione in 

modelli animali con danno da ischemia/riperfusione cambiando le 

condizioni del microambiente leso (Capone C. et al., 2007). Così uno 

dei target della terapia con cellule staminali potrebbe essere 

l’omeostasi ossidativa nel compartimento extracellulare nigro-

striatale. 

Al momento, la L-Dopa rimane il farmaco di elezione nella terapia 

sintomatica del morbo di Parkinson. La L-Dopa e la dopamina, 

composti che contengono il gruppo catecolo, spesso vanno incontro ad 

auto-ossidazione in vivo nel compartimento extracellulare (Serra P.A. 
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et al., 2000) con la conseguente formazione dei derivati chinonici e 

dell’anione superossido. L’ autossidazione della L-Dopa e della 

Dopamina può essere incrementata, in tali compartimenti, per la 

presenza dei metalli di transizione come il ferro (Fe) e manganese 

(Mn) (Serra P.A et al., 2000). Inoltre, la Dopamina e la L-Dopa 

inducono apoptosi in diverse linee cellulari comprese le cellule 

staminali (Liu W.G. et al., 2004). 

Questi dati potrebbero essere pertinenti con l’omeostasi ossidativa 

nell’ambiente extracellulare nigrostriatale; infatti, il metabolismo 

anomalo dei metalli di transizione genera ROS o specie radicaliche 

avviando il meccanismo patogenetico della morte neuronale nel 

morbo di Parkinson ( Gerlach M. et al., 2006). I nostri dati mostrano 

l’effetto inibitorio sulla viability esercitato dal Mn o dalla sua 

associazione con la L-Dopa in vitro, mentre l’effetto antagonista 

dell’acido ascorbico ristabilisce la condizioni iniziali della coltura 

staminale (fig.12-13). Anche l’MPTP e l’MPP
+ 

 riducono 

drasticamente la vitalità cellulare delle cellule staminali. Il completo 

recupero delle cellule si ottiene quando al medium di coltura viene 

addizionata una miscela composta da L-Dopa+DA+AA (fig.17); 

queste tre molecole risultano essere fondamentali nel compartimento 

extracellulare nigrostriatale. Perciò la DA e l’AA, accoppiate con la 
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somministrazione esogena di L-Dopa, potrebbero fornire aiuto alle 

cellule staminali nella terapia del Parkinson. 

Nel cervello i neuroni contengono concentrazioni elevate di vitamina 

C (10 mM); questa viene immagazzinata dai neuroni attraverso le 

SVCT2 (Hediger M.A, 2002). Poiché le cellule staminali neurali 

adulte generano nuovi neuroni è lecito pensare che possano avere il 

trasportatore per l’acido ascorbico SVCT2 ed accumularlo al loro 

interno. Nei nostri esperimenti la viabilty delle cellule staminali è stata 

valutata attraverso il saggio MTT mentre la concentrazione cellulare 

ed extracellulare di acido ascorbico è stata analizzata con l’HPLC. 

L’acido ascorbico addizionato nelle piastre di coltura ha determinato 

un significativo aumento della proliferazione cellulare (Fig. 11). 

Inoltre abbiamo dimostrato che le cellule staminali sono in grado di 

immagazzinarlo e quando viene utilizzata la phloretin, un inibitore 

specifico per il trasportatore dell’AA, la sua presenza, all’interno delle 

aNSC, è praticamente nulla (Fig.19). All’interno degli astrociti il 

deidroascorbato viene ridotto ad acido ascorbico e rilasciato per essere 

immediatamente captato dai neuroni per mezzo delle SVCT2. Tale 

ciclo spiega la dominante presenza della vitamina C all’interno dei 

neuroni (Rice M.E., 2000). Abbiamo quindi considerato di aggiungere 

al medium di coltura “completo plus” il DHAA; il suo effetto è stato 
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quello di incrementare significativamente la viability cellulare 

(Fig.18). Analisi cromatografiche hanno dimostrano una progressiva 

diminuzione nel tempo della concentrazione di DHAA nel medium di 

coltura; inoltre, all’interno delle cellule non è stata riscontrata la 

presenza di DHAA. Al contrario, aspetto importantissimo questo, è 

stato possibile quantificare in modo progressivo la presenza dell’acido 

ascorbico sia dentro le cellule che nel medium di coltura (Fig. 20-21). 

Risultato chiave del presente studio, è stato quello di dimostrare che le 

cellule staminali neurali adulte, utilizzate da noi in laboratorio, sono 

capaci di ridurre il DHAA ad AA e rilasciarlo negli spazi 

extracellulari. Tale caratteristica le rende di estremo interesse per il 

loro potenziale ruolo neuroprotettivo aspecifico se impiantate in 

modelli animali di Parkinson chimico. Infatti le aNSC possiedono 

meccanismi di difesa e vigilanza antiossidante superiori ad altri tipi 

cellulari in vitro come già dimostrato in studi preliminari (Madhavan 

L. et al., 2006). Si è dimostrato che le neurosfere possono 

neutralizzare i ROS in modo più efficiente rispetto ad una linea 

immortalizzata (PCN) esprimendo enzimi chiave antiossidanti quali la 

glutatione perossidasi (GP) e la uncoupling protein 2 (UCP2). Le 

cellule PCN in seguito a trattamento con tossine mitocondriali, hanno 

immediatamente presentato scarsa attività mitocondriale ed un 
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incremento nella produzione di specie reattive dell’ossigeno. Al 

contrario cellule aNSC hanno reagito prontamente sintetizzando una 

serie di enzimi come la GP, la UCP e la SOD 2 impedendo l’azione di 

deterioramento cellulare che porta all’apoptosi. Inibire o danneggiare, 

in vitro, l’intero apparato enzimatico antiossidante delle cellule 

staminali comporta la morte dell’intera coltura (Madhavan L. et al., 

2006). Anche i risultati ex vivo hanno confermato e rinforzato le 

osservazioni sopra menzionate; infatti, cellule proliferanti della SVZ 

di topini C57BL/6 hanno biosintetizzato enzimi chiave del sistema 

antiossidante, confermando che il meccanismo “di vigilanza” 

antiossidante e neuroprotettivo delle staminali adulte neurali potrebbe 

essere un importante caratteristica di queste cellule sfruttabile, non 

solo nel morbo di Parkinson, ma anche, in molte altre patologia 

neurodegenerative (Madhavan L. et al., 2006). 

In conclusione si può dire che il principale risultato di questo studio è 

la probabile presenza dei trasportatori SVCT2 nelle cellule staminali 

provenienti dalla zona subventricolare dei topi C57BL/6 e della loro 

capacità di accumulare acido ascorbico preservandolo nella forma 

ridotta poichè sono capaci di ridurre il DHAA in acido ascorbico. La 

presenza di tali trasportatori sulle neurosfere, ma anche dei 

trasportatori per il glucosio GLUT1 e GLUT3, importanti nel ciclo 
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dell’AA-DHAA (Hediger M.A, 2002), dovrà essere confermata, nel 

prossimo futuro, mediante imunocitochimica e microscopia confocale. 

Altro aspetto interessante, emerso in questo studio, è l’abilità di queste 

cellule nel proteggere non solo l’acido ascorbico dall’auto-

ossidazione, ma anche la dopamina e la L-Dopa (Fig. 22,23 e 24). 

Dati neurochimici, riguardanti topini C57BL trattati con MPTP, hanno 

rivelato che il contenuto di AA+DHAA nel brainstem (ed in 

particolare all’interno della substantia nigra) si riduce 

progressivamente alla fine di un trattamento sub-acuto; 21 giorni dopo 

il trattamento si ha una riduzione drammatica nel contenuto di 

vitamina C pari al -20% rispetto ai controlli (dati non riportati). Tale 

perdita è da attribuire prevalentemente alla mancata riconversione del 

DHAA a AA e successivo accumulo di quest’ultimo nel 

compartimento intraneuronale. I neuroni della SNpc sono 

prevalentemente dopaminergici e, dopo trattamento con MPTP, vanno 

incontro ad apoptosi (Serra P.A. et al., 2002); quindi, questa regione 

del cervello presenterà un deficit di cellule neuronali con conseguente 

deplezione di AA (manca, fisicamente, un compartimento-riserva che 

lo possa accumulare dentro le cellule). Tale deficit aggrava 

ulteriormente lo status ossidativo nigrale, compromettendo altri 

neuroni dopaminergici per “impairment” del sistema antiossidante 
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nigrale, in seguito all’aumentata produzione di specie reattive 

dell’ossigeno. 

Le cellule staminali possono essere impiantate direttamente nel 

brainstem oppure, mediante inoculo, raggiungere la regione lesa 

tramite chemiotassi per differenziarsi in cellule dopaminergiche; 

qualora non potessero differenziarsi sarebbero, probabilmente, capaci 

di “riparare” la via dopaminergica nigro-striatale, fungendo da 

compartimento buffer riducendo, immagazzinando e liberando l’acido 

ascorbico negli spazi extracellulari. In questo modo le aNSC 

potrebbero preservare i neuroni superstiti da ulteriori danni ossidativi. 

Un ruolo di scavenging aspecifico ben si assocerebbe a strategie 

terapeutiche alternative in cui un primo impianto di cellule staminali 

avrebbe la funzione di ripristinare lo stato ossidativo del 

microambiente nigrale, mentre un secondo trapianto (magari con 

cellule dopaminergiche) avrebbe come obiettivo la ricostituzione della 

via nigrostriatale, offrendo alle cellule trapiantate maggiori possibilità 

di soppravivenza. I dubbi maggiori, pur tuttavia, riguardano la 

capacità delle cellule staminali di ricostituire la innervazione nigro-

striatale, per cui si ha ancora il dubbio sul nucleo specifico in cui 

effettuare un microtrapianto (striato o SNpc?) finalizzato 

principalmente alla clinica della malattia di Parkinson. 
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 7. RIASSUNTO 

 

 Il trapianto di cellule staminali potrebbe rappresentare una 

prospettiva terapeutica per numerose patologie neurodegenerative 

come il morbo di Parkinson. Sono state proposte molteplici interazioni 

fra le NSC esogene e l’ambiente patologico ospite. Infatti tali cellule, 

probabilmente, possiedono gli attributi per fornire protezione sia 

anatomica che funzionale nelle patologie neurodegenerative ma anche 

la capacità di ristabilire la funzionalità neuronale compromessa. 

 I nostri risultati mostrano l’effetto tossico sulla viability delle 

cellule staminali esercitato dal Mn o dalla sua associazione con la L-

Dopa in vitro. Si è, quindi, dimostrato l’effetto antagonista dell’acido 

ascorbico nei confronti di tali alterazioni. 

 Anche le neurotossine, MPTP e MPP
+
, riducono drasticamente 

la viability delle aNSC in coltura. Tali effetti sula viability cellulare 

sono contrastati dall’associazione di L-Dopa+DA+AA che sembrano 

avere un ruolo neuroprotettivo in vitro; queste tre molecole risultano 

essere fondamentali nel compartimento extracellulare nigrostriatale. 

Perciò DA e AA, accoppiate con la somministrazione esogena di L-

Dopa, potrebbero fornire un supporto neurochimico alle aNSC nella 

terapia combinata (farmacologica-staminale) della malattia di 

Parkinson. 
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 L’aggiunta al terreno di coltura di DHAA ha indotto un 

incremento significativo della viability cellulare. L’analisi 

cromatografica ci ha permesso inoltre di dimostrare una progressiva 

diminuzione, nel tempo, della concentrazione di DHAA nel medium 

di coltura. All’interno delle aNSC non è stata riscontrata la presenza di 

DHAA. Al contrario è stato possibile quantificare in modo 

progressivo la presenza dell’acido ascorbico sia dentro le cellule che 

nel medium di coltura. Risultato chiave del presente studio, è stato 

quello di dimostrare che le cellule staminali neurali adulte sono capaci 

di ridurre il DHAA ad AA e rilasciarlo negli spazi extracellulari. Tale 

caratteristica le rende di estremo interesse per il loro potenziale ruolo 

neuroprotettivo aspecifico se impiantate in modelli animali di 

Parkinson chimico. 

 Abbiamo dimostrato che le staminali neurali adulte proteggono 

in vitro non solo l’acido ascorbico, ma anche, la L-Dopa e la 

dopamina dall’autossidazione. Infine, nel nostro studio è anche 

emerso, in accordo con altri lavori (Höglinger G.U et al., 2004) che la 

DA induce, in vitro, un aumento della viabilty delle neurosfere. 

 


