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Il cervello è composto da diverse popolazioni cellulari in stretta comunicazione e con funzioni specifiche. Tra esse la microglia rappresenta l’unica popolazione immunitaria che e’ associata ad eventi di tipo tossico ed infiammatorio e quindi coinvolta nella progressione di un danno cerebrale. E’ noto infatti che in presenza di agenti infettivi o in condizioni neuropatologiche, la microglia passa rapidamente da una forma quiescente ad una forma reattiva innescando meccanismi di fagocitosi e il rilascio di molecole citotossiche quali radicali liberi come l’ossido nitrico (NO) e l’anione superossido, proteasi, numerose citochine pro-infiammatorie tra le quali il tumor necrosis factor (TNF) e interleukin-1 (IL-1) e i metaboliti degli acidi grassi come gli eicosanoidi e l’acido quinolinico (Vila et al., 2001; Kim and de Vellis, 2005). Alcune recenti evidenze sperimentali mostrano che la microglia possiede una notevole plasticità funzionale che la rende attiva anche in meccanismi di tipo protettivo dovuti alla secrezione di fattori trofici come il glia-derived neurotrophic factor (GDNF) (Boscia et al., 2009). 

Tra le malattie neurodegenerative in cui è coinvolta la microglia vi è il morbo di Alzheimer, una demenza invalidante ad esordio prevalentemente senile che distrugge progressivamente le cellule cerebrali, portando ad un progressivo declino della memoria ed altre funzioni cognitive come il linguaggio e la percezione, rendendo a poco a poco l'individuo che ne è affetto incapace di una vita normale. Sotto il profilo istologico la patologia di Alzheimer si caratterizza per la formazione, a livello corticale, di matasse neurofibrillari e di placche senili che provocano la disfunzione sinaptica fino alla morte neuronale. Le prime sono composte da una proteina appartenente alla famiglia delle MAPs (Microtubule-Associated Proteins), chiamata tau iperfosforilata, mentre le placche senili sono accumuli extracellulari della proteina beta-Amiloide (βA) (Yankner,1996; Mayeux and Sano, 1999). Nei soggetti sani la βA è costituita da 40 amminoacidi e deriva dalla processazione della proteina progenitrice intramembranale chiamata APP (Amyloid Precursor Protein) operata degli enzimi alfa-secretasi e gamma-secretasi. Per motivi non totalmente chiariti, nei soggetti malati l'enzima che interviene sull'APP non è l'alfa-secretasi ma una sua variante, la beta-secretasi, che porta alla produzione di una beta-amiloide anomala, costituita da 42 amminoacidi invece che 40. Tale beta-amiloide (βA1-42) non presenta le caratteristiche biologiche della forma naturale, ma tende a depositarsi formando le note placche senili. Curiosamente, gli aggregati di dimensioni minori, come quelli formati da 12 unità, sembrerebbero avere un effetto ancora più forte sulla perdita di memoria, alterando la funzione sinaptica. In risposta alla beta-amiloide le cellule della microglia si concentrano attorno alle placche (Itagaki et al. 1989) e innescano una risposta infiammatoria dovuta alla locale attivazione delle stesse con il conseguente rilascio di neurotossine e fattori, tra cui le chemochine, che attraggono chemiotatticamente ulteriori cellule microgliali dalla periferia (Rogers et al. 2002; Davalos et al., 2005). La microglia stessa partecipa anche alla rimozione dei depositi di A riducendone così la concentrazione locale (Weldon et al. 1998) ed internalizza la forma solubile della proteina attraverso un meccanismo di “macropinocitosi” distinto dalla fagocitosi e dalla endocitosi mediata da recettori (Mandrekar et al., 2009). Data questa duplice ed opposta attività, non e’ ancora chiaro se la microglia abbia un ruolo dannoso o protettivo nel processo patologico. Chiarire quindi tali meccanismi potrebbe consentire la scoperta di target farmacologici per la terapia del morbo di Alzheimer e di molte altre malattie neurodegenerative.

Alcuni studi dimostrano che i recettori purinergici P2X espressi sulla membrana plasmatica della microglia giocano un ruolo cruciale nella iniziazione della cascata infiammatoria e nella attivazione della stessa (Inoue, 2002). I recettori P2X costituiscono una delle due famiglie di recettori selettivi per l'adenosina 5'-trifosfato (ATP) e 5'-difosfato (ADP), i P2X e P2Y, distinti sulla base della struttura molecolare, del meccanismo di trasduzione e delle proprietà farmacologiche. I recettori P2X sono canali ionici ligando-dipendenti e, una volta attivati dall'ATP extracellulare, determinano un influsso di cationi (Na+, K+, e Ca2+) attraverso la membrana plasmatica (North, 2002; Abbracchio et al., 2009), mentre i recettori P2Y sono accoppiati a proteine G che attivano l’enzima fosfolipasi C, il quale porta alla formazione di inositolo 1,4,5-trifosfato (IP-3) e alla mobilizzazione del calcio intracellulare. Tra i P2X, il sottotipo P2X7 (P2X7R) è espresso in neuroni, astrociti e in diversi tipi di cellule immunitarie di derivazione mieloide, compresi la microglia e i monociti/macrofagi dove è richiesto per un efficiente rilascio di interleuchina IL-1 una delle principali citochine pro-infiammatorie (Solle et al., 2001). I topi privi del gene che esprime questo recettore non esibiscono infatti sensibilità al dolore neuropatico ed infiammatorio (Chessell et al., 2005). E’ stato dimostrato che la stimolazione del P2X7R microgliale causa il danneggiamento neuronale dovuto al rilascio di specie reattive dell’ossigeno (Skaper et al., 2006), mentre il blocco dello stesso attenua il processo neuroinfiammatorio causato da iniezione intracerebrale di endotossine batteriche (Choi et al., 2007). Il P2X7R è anche implicato in diverse patologie neurodegenerative tra le quali il morbo di Alzheimer, dove è riscontrata una maggiore espressione dello stesso sia nel cervello di pazienti che di modelli animali. Inoltre, dato che la stimolazione di P2X7R in macrofagi e cellule microgliali umani aumenta le lesioni degenerative, esso è considerato un potenziale bersaglio terapeutico per le risposte infiammatorie correlate a queste patologie. Un recente lavoro della Dott.ssa Juana M. Sanz e collaboratori (2009) dimostra che il recettore P2X7 microgliale attivato dal frammento proteico βA1-42 induce un aumento della concentrazione di calcio intracellulare, il rilascio di ATP, la secrezione di interleuchina-1β (IL-1β) e la permeabilizzazione della membrana plasmatica, rivelando per la prima volta il legame tra la βA, l’attivazione microgliale e i recettori purinergici. 

Un altro membro della famiglia dei recettori P2X, il P2X4 (P2X4R), altamente permeabile allo ione calcio (Egan and Khakh, 2004), è abbondantemente espresso in neuroni, astrociti e cellule microgliali (Tsuda et al., 2003; Cavaliere et al., 2003; Verkhratsy et al., 2009). In modelli sperimentali di dolore neuropatico ne è stata osservata una aumentata espressione a livello cerebrale. Inoltre e’ stato dimostrato recentemente che il frammento βA1-42 della forma solubile della βA, responsabile della formazione delle placche senili, induce l’aumento dell’espressione del P2X4R in neuroni provenienti da differenti aree corticali di pazienti affetti da morbo di Alzheimer (Varma et al., 2009). 

Dato il ruolo sempre più significativo dell’ATP e della microglia nella infiammazione cronica correlata al morbo di Alzheimer, il mio progetto di ricerca svolto presso i laboratori del Prof. Alexei Verkhratsky è stato quello di determinare se l’esposizione alla βA di cellule microgliali in coltura potesse modulare l’espressione dei recettori P2X7 e P2X4 nella membrana cellulare delle stesse. A tale scopo abbiamo utilizzato una linea continua di cellule microgliali (BV-2 cells) che è considerata un buon modello di microglia per lo studio dei meccanismi implicati nella modulazione dei recettori purinergici (Raouf et al., 2007). Le cellule venivano fatte aderire per 24 h su vetrini trattati con polilisina e mantenute a 37 (C in atmosfera controllata (5% CO2). Dopo questo periodo le cellule sono state esposte per tempi diversi al frammento solubile A1-42 alla concentrazione di 1M e 10 M in soluzione fisiologica. Per determinare le variazioni dell’espressione in membrana di P2X7R e P2X4R, si è eseguita una caratterizzazione immunocitologica fissando le cellule con la soluzione Zamboni’s dopo 1, 3, 6 o 24 ore dalla stimolazione con A1-42 (T=1,3,6,24). La marcatura dei recettori è stata fatta permeabilizzando le cellule con una soluzione contenente il detergente TRITON, e incubando le stesse con anticorpi primari specifici anti-P2X4 e anti-P2X7, i quali sono stati fatti reagire con anticorpi secondari accoppiati a fluorofori visibili con il microscopio a fluorescenza. 

Da questo primo studio è emerso che in assenza di stimoli il recettore P2X4 è prevalentemente localizzato all’interno del citoplasma, mentre il P2X7R è presente solo in membrana, ma in un numero ristretto di cellule. Dopo 6 e 24 ore in presenza della A1-42 a concentrazione 10 M, le cellule hanno apparentemente aumentato l’espressione di entrambi i recettori, pur rimanendo localizzati nei compartimenti originali, e soprattutto cambiato la loro morfologia inizialmente arrotondata, mostrando numerosi prolungamenti (Fig.1).
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Fig.1. Studio 1: cellule BV-2 ad alta densità incubate con 10M A1-42 per 1, 3, 6 o 24 ore (T=0,1,3,6,24) e trattate con anticorpi anti-P2X4 (A) e anti-P2X7 (B). Le immagini sono state acquisite con microscopio a fluorescenza utilizzando un obiettivo 40X.  

Data l’alta densità cellulare nei vetrini utilizzati in questa prima analisi, il secondo studio è stato fatto utilizzando cellule BV-2 a bassa densità per escludere questa componente dalle cause della aumentata espressione recettoriale. A tal fine le cellule sono state stimolate con la A1-42 alla concentrazione 10 M e fissate, come il precedente studio, dopo 1, 3, 6 o 24 ore dalla stimolazione. In queste condizioni sperimentali ogni vetrino è stato confrontato con un controllo mantenuto lo stesso tempo in coltura. Da questa indagine è emerso che la A1-42 non è responsabile della maggiore presenza di P2X4R e P2X7R, ma che effettivamente la densità cellulare è un fattore chiave nell’espressione degli stessi e che la stessa sembra aumentare in presenza della A1-42 (Fig.2). 
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Fig.2. Studio 2: cellule BV-2 a bassa densità incubate con 10M A1-42 per 24 ore e trattate con anticorpi anti-P2X4 (A) e anti-P2X7 (B). Le immagini sono state acquisite con obiettivo 20X (A) e con obiettivo 40X (B). 

Quest’ultimo dato suggerisce un ruolo della A1-42 nella proliferazione e quindi nell’attivazione della microglia e per questo il passo successivo sarà quello di indagare più approfonditamente su un eventuale ruolo dei recettori P2X4 e P2X7 in questo effetto. A tal fine, grazie alla collaborazione scientifica sorta a seguito del soggiorno, abbiamo previsto di svolgere, presso l’Istituto di Biofisica, esperimenti paralleli con l’obiettivo di indagare sulle eventuali risposte cellulari indotte da una stimolazione acuta della proteina A1-42.   
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