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Prefazione alla quarta edizione

"... Siatefieri di aver scelto neilafarmacologia
la pit dinamica e la piu impegnativa tra le scienze mediche.”

da una lettera del professor Emilio Trabucchi ai suoi allievi

Solo pochi anni sono passati dalla terza edizione e la scienza e la ricerca hanno corso
pit di quanto potevamo prevedere. La conoscenza non ammette soste, non permette
ignoranza e deve cercare ed esplorare sempre nuove frontiere. Ormai da quindici anni
abbiamo scelto il compito arduo e impegnativo di condensare il conosciuto farmaco-
logico sfrondandolo il pit possibile di pesi inutili e dispersivi, di cogliere le novita, di
intuire quali di queste porteranno frutti maturi e proporle ai docenti e agli studenti.
La linea che abbiamo seguito per affrontare questo compito & quella delineata nella
prima edizione: lo studio del farmaco come strumento terapeutico ma anche quale
mezzo necessario per analizzare i fenomeni cellulari e molecolari che regolano la vita
e la patologia degli organismi. E nostra convinzione che solo attraverso questa via si
possa affrontare un processo serio di drug discovery e che solo la conoscenza approfon-
dita del meccanismo d’azione dei farmaci permetta un loro uso clinico corretto e uno
sviluppo sempre piu razionale della farmacologia e delle scienze biomediche di base.
Tutti i capitoli sono stati aggiornati, alcuni in modo consistente, perché tanti sono stati
i mutamenti, anche metodologici e culturali, avvenuti. Altri capitoli sono stati aggiunti
ex novo per completare il quadro e per accogliere le novita piu significative. Tra le molte
cose nuove abbiamo sviluppato la parte metodologica e culturale della ricerca innovativa
in farmacologia, della farmacologia clinica, della farmacoepigenetica e farmacogenomica
e della personalizzazione della terapia. Abbiamo anche approfondito gli aspetti relativi
alla farmacologia dello stress ossidativo e deU'mfiammazione.

Laumento delle conoscenze in questi ultimi cinque anni e l'interazione della farma-
cologia con le discipline piu disparate, dalle biotecnologiche alle informatiche, dalle
mediche alle fisiche e alle chimiche, hanno reso molto ardua la stesura di un testo di
base di farmacologia che fosse contenuto in un numero di pagine sopportabile per uno
studente universitario al suo primo approccio alla farmacologia. Nello stesso tempo non
volevamo perdere una delle caratteristiche di questo libro, che € quella di presentare
e approfondire le nuove conoscenze che saranno alla base degli sviluppi futuri della
farmacologia.

Per ottemperare a queste esigenze abbiamo diviso il volume in due parti: il volume
stampato su supporto cartaceo, che contiene la base rilevante della farmacologia ge-
nerale e molecolare, e il CD allegato al libro, che contiene invece gli approfondimenti
e gli spunti per uno studio pit meditato, coinvolgente e stimolante della farmacologia
fornendo collegamenti numerosi e dettagliati su argomenti pit di frontiera o in discus-
sione. Abbiamo cosi anche potuto ampliare la parte storica cercando di mostrare la
strada fatta in questi anni dalla farmacologia italiana. Come risulta dall’indice, ambedue
le parti fanno parte di un unico progetto integrato che puo essere “sfogliato” a seconda
dei diversi percorsi di studio e degli interessi del lettore.

In entrambe le parti abbiamo cercato di mantenere un’esposizione chiara, semplice ma
non semplicistica, con abbondanza di schemi e di illustrazioni. Nel CD, dotato di un
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motore di ricerca semplice ma efficace, sono anche riportate tutte le ﬁgure/, le tabelle e
l'indice analitico presenti nel volume cartaceo.

La nostra speranza ¢ che il testo, anche attraverso questa ultima novita, continui a es-
sere un punto di riferimento che permanga al di 1a delle esigenze di un singolo corso
e delle necessita dell'esame.

In quest'opera di revisione siamo stati atutati da molti docenti. Alcuni di questi ci
avevano affiancato gia nelle precedenti edizioni, ma molti sono nuovi: tutti ¢i hanno
seguito con professionalita e pazienza cercando di mantenere il testo aderente alle
necessita formative dello studente. A loro un grazie vivissimo.

Cristiano Chiamulera, Emilio Clementi, Riccardo Fesce e Diego Fornasari hanno con-
diviso con noi le scelte editoriali e hanno contribuito con la loro esperienza didattica
e scientifica alla realizzazione dell’opera.

Siamo anche molto grati alla casa editrice UTET che ha seguito questo progetto editoriale
con molta attenzione e lungimiranza e che lo ha realizzato attraverso collaboratori di
grande professionalita.

Quando si licenzia un lavoro rimane sempre 'ansia di aver lasciato errori, imprecisio-
ni, cose non chiare, di non aver scelto 1 giusti argomenti, di non aver ben bilanciato
semplicita verso complessita. Speriamo che i lettori, gli studenti, i docenti ci perdonino
le eventuali mancanze e apprezzino la nostra buona volonta e il nostro desiderio di
contribuire 2 mantenere alta la cultura farmacologica nella nostra Universita in un
momento cosi difficile e, per molti versi, desolante e triste.

In questi momenti ricordiamo sempre con commozione e riconoscenza i nostri “mae-
stri” che ci hanno aiutato a crescere in questa disciplina con coraggio, infondendoci la
passione per la ricerca, la gioia e la responsabilita di tramandare il sapere ¢ la “speranza
contro ogni speranza” nella vita quotidiana di ricercatori e docenti.

FRANCESCO CLEMENTI GUIDO FUMAGALLI
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Obiettivi formativi

Capire gli ambiti sperimentali e clinici nei quali interviene la farmacologia e il suo apporto ai recenti

cambiamenti sociali

Distinguere i vari tipi di sostanze e di interventi responsabili di un'azione farmacologica

Acquisire familiarita con il lessico farmacologico

Orientarsi nelle interazioni tra farmaci e organismo

La farmacologia studia i farmaci e le interazioni che
hanno luogo tra questi e gli organismi viventi. Per far-
maco si intende ogni sostanza capace di provocare in un
organismo modificazioni funzionali mediante un’azione
chimica o fisica. Queste modificazioni possono essere
sfruttate in modo positivo e portare a risultati utili in
terapia o possono, invece, produrre effetti negativi o
tossici. Da queste sintetiche definizioni si puo subito
comprendere quanto sia vasto il campo di studio della
farmacologia e come il farmacologo debba possedere co-
noscenze sia sui composti attivi (la loro struttura chimica
e le caratteristiche biofisiche, le metodiche di sintesi e,
nel caso di prodotti di estrazione, la loro provenienza),
che sull’'organismo con il quale interagiscono e sulle
patologie che lo affliggono. Come diceva Leonardo da
Vinci: “Il medico adoprera bene le medicine quando lui
conoscera che cosa & omo, che cosa é vita e complessio-
ne, che cosa é sanita”. In questo senso la farmacologia &
vicinissima alla fisiologia, in quanto si occupa dei mezzi
chimici che modificano le funzioni fisiologiche, & legata
alla patologia generale in quanto capace di interpretare
le cause chimiche che stanno alla base delle variazioni
patologiche, e molto affine alla chimica biologica e alla
biologia cellulare e molecolare in quanto utilizza le me-
todiche di queste discipline e mette a disposizione stru-
menti (farmaci e molecole) capaci di influire sui diversi
processi biologici che caratterizzano la vita della cellula.
Essa e infine ponte tra la ricerca di base e la clinica in
guanto fornisce i pit importanti strumenti terapeutici e,
spesso, attraverso di essi, anche una chiave diagnostica
e interpretativa delle patologie pit complesse.

L'uso dei farmaci ha sostanzialmente cambiato la vita

dell’'uomo (vedi Capitolo 2). | progressi nel settore della
salute che si sono avuti in questo secolo nei Paesi svilup-
pati sono sicuramente legati all’'aumentato benessere eco-
nomico che ha portato al miglioramento delle condizioni
igieniche, a una piu diffusa cultura della prevenzione e
della salute, aun’alimentazione piu ricca e pit armonica,
a una vita lavorativa meno pesante, ma certamente gli
effetti non sarebbero stati cosi eclatanti sulla qualita e
quantita di vita senza l'aiuto dei farmaci.

| farmaci hanno contribuito non solo alla scomparsa
di molte gravi malattie, ma anche a una ridotta ospe-
dalizzazione, a minori danni permanenti da malattie,
al controllo di molte patologie gravi e degenerative. Un
esempio recente ed eclatante e rappresentato dall’AIDS
che, grazie alla messa a punto di farmaci antivirali, si e
trasformata nel giro di pochi anni da “peste del secolo”a
malattia cronica compatibile con una vita quasi normale
per lunghi anni.

Il successo dei farmaci é stato cosi imponente da far illu-
dere molti che ci possa essere una “pillola” per ogni male.
Nascono cosi anomalie come l'eccessiva medicalizzazio-
ne, la scarsa accettazione del fatto che possano ancora
esistere malattie non curabili e un’aspettativa eccessiva
sui “miracolosi progressi della medicina” che, quando
si scontra con la realta dell’insuccesso, puo portare nel
pubblico a un senso di sfiducia generalizzato, a irrazio-
nale rifiuto della terapia medica sperimentata e alla fuga
verso I'ignoto delle cosiddette “medicine alternative”.
La farmacologia ha creato regole severe di sperimenta-
zione preclinica e clinica dei farmaci (vedi Capitoli 3 e 4)
che permettono di definire regole per la messa a punto, la
scelta e l'uso razionale dei farmaci stessi e di conoscerne
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al meglio efficienza terapeutica e tossicita. Queste regole,
la cui applicazione ha un elevato costo economico, sono
spesso ignorate in altre forme di medicina cosiddetta
alternativa. Le pesanti conseguenze di questa ignoranza
e che questi approcci “alternativi”’non possono garantire
una ragionevole probabilita di successo, ma non vengono
fornite neanche chiare informazioni sui rischi (tossici
e non solo quelli). Inoltre le aziende produttrici di tali
preparati non hanno le spese connesse con la ricerca
pre-clinica e clinica, che gravano invece sulle aziende
farmaceutiche, ottenendo un alto ritorno economico.
In realta l'alternativa maggiore che queste forme di
“medicina non ufficiale” offrono alla sperimentazione
scientifica dei farmaci sembra essere il clamore, la foga
e il successo sui media e qualche risultato aneddotico
riportato spesso in assenza di qualunque forma seria di
controllo e verifica (vedi CD: Approfondimento 1.1. Tempie
alternative o non convenzionali).

La farmacologia ha inoltre contribuito a modificare molti
costumi a livello sia di individuo che di societa: si pensi
ad esempio al controllo della fertilita e delle emozioni, al
potenziamento (pit o meno lecito) di alcune prestazioni
sia fisiche che mentali, alla diffusione delle patologie
da farmaci, il cui esempio piu eclatante e negativo é
la tossicodipendenza. Le ricadute di tipo economico, e
soprattutto etico, che tutto questo comporta, fanno della
farmacologia una disciplina scientifica in cui agli aspetti
tecnici si associano altrettanto importanti aspetti etici. A
chi si addentra, quindi, nello studio della farmacologia
si apre un ventaglio di conoscenze multidisciplinari che
rendono piu vario e interessante il suo cammino cultu-
rale attraverso esperimenti complessi e difficili.

Lessico essenziale

Questo libro rappresenta per molti lettori il primo con-
tatto con la farmacologia. Abbiamo ritenuto opportuno
raccogliere in modo conciso la terminologia che e propria
di questa disciplina e che piu frequentemente si incontra
in questo testo. La brevita con cui le singole voci sono
trattate costringe a semplificazioni e schematismi e si
rimanda quindi il lettore interessato ai vari capitoli per
un approfondimento sui singoli temi.

Sostanze attive

Farmaco Nell’accezione piu ampia, il termine farmaco
identifica qualunque sostanza in grado di esercitare un
effetto sui sistemi viventi. In tal senso, i farmaci trovano
impiego sia in quanto strumenti terapeutici in grado di
intervenire su processi patologici che come strumenti
sperimentali per la comprensione di eventi biologici. |
farmaci sono strumenti sperimentali fondamentali per
lo studio e la comprensione di eventi biologici che pos-
sono trovare impiego come strumenti terapeutici. Per il
medico impegnato nella cura e nella prevenzione delle
malattie, il termine farmaco equivale a quello di “me-
dicina” e sta a indicare una sostanza clinicamente utile.

Dal punto di vista storico il termine utilizzato per in-
dicare il farmaco ha subito numerose modificazioni sia
concettuali che lessicali. Passiamo dal termine “semplici”
utilizzato nel Medio Evo per indicare le erbe medicinali
(coltivate nell” “horto dei semplici”) nonché sostanze
minerali e di origine animale alle quali si attribuivano
capacita terapeutiche, al termine “droghe” utilizzato nel
Settecento, al termine “sostanza chimica” con cui dal
Novecento in poi si indicano i prodotti di estrazione
e/o di sintesi. Oggi, con il termine farmaco si intendono
anche i prodotti biologici (ad esempio, anticorpi) e le
cellule stesse, utilizzate come tali, o modificate mediante
tecniche di ingegneria genetica, per produrre farmaci/
ormoni in loco oppure per rigenerare o riparare tessuti
danneggiati (medicina rigenerativa).

Specialita o preparazione/formulazione farmaceutica 11
termine “specialitd” indica il nome commerciale con cui
un principio attivo & posto in vendita. Tale principio attivo
viene confezionato nel modo piu adatto alle esigenze di
somministrazione e di utilizzo. Ad esempio, uno stesso
farmaco pud venire preparato/formulato dalla stessa
azienda e messo in vendita sotto forma di compresse, fia-
le, sciroppo, pomata ecc. Nella preparazione il principio
attivo e associato con altri componenti (generalmente)
inerti e chiamati eccipienti. Eventuali differenze nella
preparazione farmaceutica non modificano le proprieta
farmacologiche del principio attivo, ma possono modifi-
carne la farmacocinetica. Di conseguenza, preparati con
la stessa quantita di un medesimo principio attivo pos-
sono avere effetti clinici diversi per intensita e sviluppo
temporale.

La preparazione puo essere eseguita in modo industriale,
in base alla Farmacopea Ufficiale o secondo le norme
approvate dalle autorita competenti. In questo caso essa
e denominata “preparazione officinale” o specialita far-
maceutica. Quando invece la preparazione viene eseguita
dal farmacista (in base alla presentazione di una ricetta
medica), essa € denominata “preparazione magistrale”.

Farmaci generici o equivalenti Un farmaco/sostanza,
quando il brevetto per la sua produzione o per una sua
applicazione clinica decade (in genere dopo 15-20 anni),
puo essere prodotto e venduto liberamente da chiunque,
previa autorizzazione da parte delle autorita competenti. Il
requisito fondamentale richiesto, oltre alle caratteristiche
farmaceutiche di purezza e stabilita, ¢ che il profilo far-
macocinetico della nuova formulazione sia sovrapponibile
(£20%) a quello del prodotto di riferimento. Il vantaggio
per chi acquista il farmaco e che il prezzo e inferiore, non
essendo incluse da parte del produttore le spese per la
ricerca e lo sviluppo.

Nome dei farmaci | farmaci possono essere indicati con:
1. il nome chimico, che ne identifica la composizione chi-
mico-molecolare; 2. il nome generico o comune che identifi-
ca il farmaco a livello internazionale e in cui I'iniziale del
nome ¢ in carattere minuscolo; 3. il nome commerciale, che
e brevettato e indica la specialita che contiene il farmaco
e la cui iniziale e in carattere maiuscolo.



Due esempi:
nome chimico: I-iso-propilamino-3-(naftilossi) pro-
pan-2-olo HC1, nome comune: propranololo, nome
commerciale: Inderai, Tesnol, Bedranol e molti altri,
nome chimico: acido acetilsalicilico, nome comune:
aspirina, nome commerciale: Aspirina, Ascriptin,
Cardirene e molti altri.

Droga Nell'uso scientifico il termine indica una miscela
di sostanze biologicamente attive presenti in organismi
vegetali o animali o le parti di questi organismi che con-
tengono queste sostanze (ad esempio, la droga digitale
e costituita dalle foglie di Digitalis purpurea). Il termine
deriva probabilmente dall’'olandese droog con cui si
indicavano i barili contenenti vegetali e spezie secche
importati dalle Indie, dalle quali si estraevano i farmaci.
Nel linguaggio comune non farmacologico per droga si
intende una sostanza, di origine naturale o ottenuta per
sintesi chimica, ad azione psicoattiva assunta per scopi
non terapeutici.

Erbe medicinali Le erbe medicinali (o erbe officinali)
sono quelle piante che hanno (o si ritiene abbiano) pro-
prieta curative e benefiche. In lingua inglese i preparati
da tali erbe vengono definiti “herbal remedies”, in parte
equivalente al termine “prodotto erboristico”

Molti principi attivi sono contenuti nelle piante, o in parti
di esse, o in animali che, un tempo, rappresentavano la
fonte unica di principi attivi utilizzabili a scopo terapeu-
tico. Nel corso dei secoli la pratica clinica in Europa e
nei Paesi asiatici ha selezionato una serie di “semplici”
che, coltivati, trattati e conservati in modo opportuno,
potevano contenere miscele di principi attivi abbastanza
riproducibili dal punto di vista della quantita, della com-
posizione, della cinetica e dell’effetto clinico (Capitolo 2).
Esistono molti problemi connessi con l'uso delle “erbe”
a scopo terapeutico: la composizione delle sostanze con-
tenute non é quasi mai nota e puo variare (sia in termini
di composizione che in termini di quantita di principi
biologicamente attivi) a seconda del cultivar utilizzato e
delle condizioni di coltivazione; € molto difficile dosare il
principio attivo di interesse e quasi mai é possibile dosare
gli altri componenti; la stabilita dei componenti spesso
non e nota, né lo e il loro metabolismo durante le fasi di
preparazione e conservazione, - la contaminazione da
batteri e muffe pud modificare la composizione iniziale
della droga, - la contaminazione da parte di metalli
pesanti, riscontrata soprattutto in alcuni preparati della
medicine indiana.

Tutti questi fattori, aggiunti alla possibilita di avere per
via sintetica i principi attivi presenti nella pianta in
modo sicuro e dosabile, hanno confinato la terapia con
“erbe”a prodotti privi di importanti effetti farmacologici/
terapeutici e generalmente utilizzati per patologie minori
(vedi CD: Approfondimento 1.1).

Rimedi omeopatici L'omeopatia € stata proposta dal me-
dico tedesco, C. F. Hahnemann agli inizi dell’Ottocento
basandosi su una interpretazione filosofica della natura e
della medicina che potrebbe essere condensata in queste
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sue frasi “usa quindi nella malattia quella medicina che
e in grado di provocare un’altra malattia artificiale piu
simile possibile alla precedente cosicché essa sara guarita:
similia similibus curantur”; “la medicina omeopatica deve
essere tanto piu salutare quanto piu la dose é ridotta™
Questa dose puo arrivare a 10-60 moli/l e oltre. Si tratta
di concentrazioni non compatibili con le attuali cono-
scenze scientifiche sul meccanismo d’azione dei farmaci
che prevedono che l'azione farmacologica nasca da una
interazione fisica tra un farmaco e un suo recettore.
Anche per questo la documentazione clinica sugli effetti
dei rimedi omeopatici € molto carente (vedi CD: Appro-
fondimento 1.1).

Prescrizione dei farmaci Un farmaco pud essere pre-
scritto dal medico e utilizzato dal paziente dopo che il
Ministero della Salute ha concesso I'AIC (Autorizzazione
airimmissione in Commercio) che specifica per quale
patologia e per quali tipi di malati il farmaco sia pre-
secrivibile. L'autorizzazione & concessa in base ai dati
preclinici e clinici di efficacia e sicurezza che emergono
dalla sperimentazione (vedi Capitoli 3 e 4). La prescrizio-
ne € ammessa solo per le indicazioni contenute nell’AIC,
il cui numero ¢ indicato sulla confezione, e riportate nel
foglietto illustrativo. Ci possono essere due eccezioni alla
regola: I'uso off label e I'uso compassionevole.

Si intende per uso off label I'impiego di un farmaco gia
in commercio per una indicazione clinica non compresa
nellAIC. Questo puo verificarsi quando, in base a nuovi
dati della ricerca, sia stata messa in evidenza l'utilita di
un composto noto per patologie diverse da quelle previste
al momento della registrazione.

L'uso compassionevole riguarda, invece, un farmaco, an-
cora in sperimentazione, al di fuori dei protocolli clinici
di sperimentazione approvati. E possibile che durante gli
studi clinici emergano indicazioni abbastanza consistenti
del possibile uso di un farmaco in sperimentazione per
patologie o malati non contemplati nel disegno originale
degli studi. In questo caso i problemi possono riguardare
sia la sicurezza che l’efficacia.

In base ai dati presenti in letteratura, il medico, sotto
la sua responsabilita, puo chiedere di somministrare il
farmaco in via eccezionale.

I due usi devono essere in ogni caso autorizzati dal
Comitato Etico.

Placebo Con questo termine si intende una sostanza
inerte e priva di effetti biologici rilevanti sull’'organismo.
Confezionato con una preparazione farmaceutica uguale
a quella di un farmaco, viene utilizzato per “compiace-
re” un paziente e ottenere cosi una risposta terapeutica
non in base a un‘azione farmacologica, ma in base a un
effetto psicologico. Il placebo é spesso utilizzato in studi
clinici controllati per differenziare all’interno dell’azione
terapeutica quanto dovuto all’effetto farmacologico vero
e proprio e quanto dovuto a effetti scatenati da fenomeni
psicologici indotti dal contesto nel quale il farmaco viene
somministrato. Pud avere anche un effetto negativo e in
questo caso & chiamato nocebo (vedi CD: Approfondi-
mento 4.2. Il placebo).
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Discipline che studiano i farmaci

Farmacologia La farmacologia é la branca delle scienze
biomediche che studia i farmaci e le interazioni recipro-
che che hanno luogo tra questi e gli organismi viventi.
Gli studi possono essere condotti a livello molecolare,
cellulare, di organo, di sistema, di individuo, di popola-
zione, di ambiente.

Farmacologia generale E quella branca delle scienze
farmacologiche che analizza i meccanismi generali che
sottendono all’azione dei farmaci. Essa & classicamente
suddivisa in farmacodinamica e farmacocinetica, molto
sinteticamente definiti da Benet nell’introduzione alla IX
edizione del Goodman and Gilman: cio che il farmaco fa
al corpo (farmacodinamica) e cio che il corpo faal farma-
co (farmacocinetica). La conoscenza di questi eventi nei
loro aspetti quantitativi permette di adattare il dosaggio
di un farmaco al singolo individuo limitando gli errori, in
eccesso o in difetto, responsabili di possibili effetti tossici
o di inefficacia/Zinutilita della terapia.

Farmacologia cellulare e molecolare E la branca della
farmacologia che affronta il problema di comprendere la
natura/Zstruttura delle molecole dell’'organismo con cui i
farmaci interagiscono e/o gli eventi molecolari e cellulari
che sottendono agli effetti sistemici dei farmaci.

Farmacognosia Sioccupa delle medicine di origine natu-
rale o droghe, dello studio, della caratterizzazione e della
catalogazione delle fonti botaniche e animali dei farmaci,
delle caratteristiche di farmaci allo stato naturale, delle
metodologie per identificare, isolare, quantificare i princi-
pi attivi presenti nelle fonti naturali o droghe e studiarne
le proprieta farmacologiche, dei criteri per distinguere le
fonti naturali originali dei farmaci da quelle false.

Farmacologia clinica E la branca della farmacologia che
studia I'efficacia terapeutica e la sicurezza d'uso di un far-
maco nell'uomo. Gli studi di farmacologia clinica utiliz-
zano consolidate metodologie scientifiche (reclutamento
di pazienti, studi clinici controllati, analisi statistica dei
risultati) con le quali impostare e valutare gli studi e alle
quali é necessario aderire per ottenere le certificazioni ne-
cessarie per la vendita e messa in commercio di farmaci.

Farmacoeconomia E labranca della farmacologia che stu-
dia i rapporti di costo/beneficio di un trattamento farma-
cologico dal punto di vista economico. La rilevanza pratica
di questa branca della farmacologia cresce ogni giorno
di piu vista la difficolta generalizzata incontrata dai Paesi
a sostenere le spese di assistenza medico-farmaceutica.

La disciplina affronta anche i problemi piu generali di co-
me l'uso dei farmaci si ripercuota su altri indici economici,
come la spesa sanitaria e la gestione economica della salu-
te. Sono oggetto della farmacoeconomia anche i problemi
relativi ai rapporti tra economia e industria farmaceutica,
tra attivita produttiva, ricerca farmaceutica e lo sviluppo
dell’economia di un Paese. Il suo apporto e fondamentale
per una gestione corretta della politica sanitaria e per la
programmazione dello sviluppo dellindustria farma-

ceutica. Dato I'ambito di interesse, la farmacoeconomia
presenta anche aspetti rilevanti di ordine etico.

Farmacogenetica Studia la risposta ai farmaci nelle diver-
se popolazioni e nei singoli individui e identifica i motivi
genetici di queste diversita. Differenze su base genetica
di espressione o di attivita di molecole dell’'organismo
possono rendere conto di risposte abnormi ai farmaci in
termini sia farmacodinamici che farmacocinetici.

Dalla farmacogenetica sono attesi anche contributi im-
portanti sul meccanismo d’azione dei farmaci e sulla
eziopatogenesi delle malattie. Recentemente essa é stata
affiancata dalla farmacoepigenetica, la disciplina che
studia come interferire con i farmaci sulle modificazio-
ni della cromatina e del DNA che regolano le funzioni
genomiche, ad esempio controllando le metilazioni o le
modificazioni istoniche.

Farmacogenomica Studia come farmaci e tossici mo-
difichino I'espressione di geni e proteine in un dato
tessuto o organismo, e come questo si possa correlare a
un beneficio terapeutico. Studia inoltre nuovi potenziali
bersagli terapeutici avvalendosi delle conoscenze e delle
tecnologie derivate dallo studio del genoma e degli RNA.
Sia la farmacogenetica che la farmacogenomica pongono
importanti interrogativi etici a livello di ricerca e di appli-
cazione clinica che dovranno essere approfonditi anche
a livello legislativo.

Farmacovigilanza E la branca della farmacologia che
tiene sotto controllo la sicurezza di un farmaco moni-
torando, a livello ospedaliero e di popolazione, I’'insor-
genza di effetti collaterali o tossici per I'individuo o per
la popolazione che si osservano dopo lI'immissione in
commercio del farmaco. Essa é di grande importanza per
rilevare fenomeni tossici rari che sono riconoscibili solo
con lesposizione al farmaco di centinaia di migliaia di
pazienti e per studiare I'appropriatezza delle prescrizioni
effettuate nella pratica clinica.

Chemioterapia Letteralmente é la terapia condotta con
sostanze di sintesi chimica. In realta, il termine ha acce-
zione piu ampia e sta a indicare quelle forme di terapia
(effettuate con sostanze di sintesi e anche con sostanze
estratte da sorgenti naturali) che mirano alla lesione di
cellule viventi dannose per la salute: gli agenti infettivi o
le cellule neoplastiche.

Tossicologia Studia gli effetti dannosi su uomo, animali
e piante di sostanze- esogene come farmaci, prodotti
naturali, contaminanti, additivi e fitofarmaci. Gli studi
tossicologici sono essenziali e irrinunciabili per la carat-
terizzazione e la commercializzazione di un farmaco. La
legge attuale prescrive che la caratterizzazione tossicolo-
gica sia condotta per qualunque sostanza (medicamentosa
e non) che siintenda immettere nel commercio; e tuttavia
da segnalare che i criteri di ammissibilita (mancanza di
effetti nocivi alla salute) sono notevolmente piu restrittivi
per i farmaci a uso terapeutico rispetto ad altri prodotti
assunti quotidianamente (dai prodotti cosmetici agli
additivi alimentari).



Interazioni tra un farmaco e i sistemi viventi

Recettore Indica la molecola la cui funzionalita e modi-
ficata dall’interazione con un farmaco. La sostanza che si
lega al suo recettore viene, in genere, chiamata ligando. La
natura e le funzioni del recettore possono essere svariate
(enzima, pompa, canale ionico ecc.). Negli ultimi anni si
é sviluppata la tendenza a limitare il termine recettore a
quelle molecole che in natura sono adibite a trasmettere
a una cellula un’informazione portata da una sostanza
diffusibile liberata nello spazio extracellulare (detta primo
messaggero: neurotrasmettitore, ormone ecc.).
Un recettore ha molti siti sui quali si possono legare i
farmaci, che vengono detti: siti ortosta iti, quando il ligan-
do, legandosi, produce un effetto diretto sulla funzione
recettoriale, e sono i siti sui quali si legano neurotra-
smettitori e ormoni; e siti allosterici, quando un ligando,
legandosi, non produce un effetto diretto, ma influenza
in modo positivo o negativo la risposta del recettore al
suo ligando. Vi sono diverse ipotesi che spiegano come
un ligando possa modificare la risposta di un recettore:
il ligando legandosi al sito ortosterico del recettore ne
modifica la struttura quaternaria e quindi la funzione
in modo positivo (agonista) o negativo (antagonista);
il recettore puo esistere in due o piu stati conforma-
zionali reversibili (aperto o chiuso, attivo o inattivo)
e il ligando puo stabilizzare o selezionare una forma
conformazionale del recettore e quindi una sua attivita
funzionale. In alcuni casi o in seguito a modificazioni
post-traduzionali, un recettore pud essere presente
in uno stato attivo anche in assenza di un agonista.
Questultima, ipotesi, prospettata nel 1966 da Monod,
Wyman e Changeau, & quella che meglio rende conto
di molti dati sperimentali.

Affinita E la misura della capacita di un farmaco di legar-
si al suo recettore. Essa € correlata inversamente alla co-
stante di dissociazione del complesso farmaco-recettore.
Operativamente, e -log della concentrazione necessaria
a legare il 50% dei siti di legami presenti. Maggiore &
I'affinita, minore é la concentrazione necessaria affinché

tale valore venga raggiunto.

Competizione E lacondizione che siverifica quando due
farmaci riconoscono lo stesso sito di legame ed entrano
in competizione tra loro per legarvisi. L'ostacolo che i
due farmaci si provocano reciprocamente riduce la loro
affinita apparente per il sito di legame. Se uno dei due
farmaci si lega irreversibilmente al sito di legame, I'in-
terazione diventa non competitiva in quanto il secondo
non sara piu in grado di interagire con i siti di legame
stabilmente occupati dal ligando irreversibile.

Agonista Si definisce agonista un farmaco che legandosi a
un recettore aumenta la probabilita che esso sia presente
in stato attivo generando una risposta biologica.

Agonista o antagonista allosterico Il termine identifica
quei farmaci che sono privi di attivita intrinseca (cioé
sono incapaci di attivare o inibire un recettore), ma che
si legano a un recettore su un sito diverso (allosterico) da
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quello dell’'agonista/neurotrasmettitore endogeno modi-
ficandone cosi lefficacia e/o la potenza in senso positivo
0 negativo.

Antagonista Si definisce antagonista un farmaco che
legandosi a un recettore ne impedisce l'interazione con
I'agonista. Per quanto riguarda |effetto generato, esso &
rilevabile quando l'agonista & presente mentre manca in
assenza di agonista. Il termine non é da confondersi con
quello di antagonismo funzionale che viene riservato
per quei casi in cui due farmaci agiscono su recettori
diversi che mediano risposte contrapposte (ad esempio,
I'effetto di un farmaco attivo sull’ortosimpatico & spesso
contrastabile funzionalmente da un altro farmaco attivo
sul sistema parasimpatico). | farmaci che bloccano macro-
molecole a funzione non recettoriale (ad esempio, enzimi)
sono pit comunemente definiti inibitori.

Agonista parziale E un farmaco in grado di attivare solo
in parte un recettore.

Agonista inverso E un farmaco che legando un recettore
riduce la probabilita che esso sia presente in stato attivo
in assenza del ligando. Quindi, a differenza di quanto
succede con un antagonista, anche il “segnale di fondo”
del recettore viene inibito.

Misura degli effetti

Efficacia Lefficacia esprime l'entita dell’effetto generato.
Il termine é stato coniato da Stephenson per paragonare
agonisti che legandosi nella stessa proporzione a una
popolazione di recettori producevano effetti di entita
diversa. Nel valutare l'efficacia di farmaci diversi ci si
deve riferire a uno stesso effetto. Non & da confondere
I'efficacia con l'utilita terapeutica.

Potenza Il termine potenza esprime la dose (o concen-
trazione) necessaria per produrre un effetto di entita
prestabilita (ad esempio, il 50% dell’effetto massimo, dose
efficace, ED3>0 concentrazione efficace, EC50). Rispetto
ad altre caratteristiche di un farmaco (come selettivita,
tossicita ed efficacia) & spesso da considerarsi la meno
importante in quanto si pud ovviare alla mancanza di
potenza semplicemente aumentando la dose (in genere
la dose non ¢ il fattore limitante di una terapia).

Selettivita A livello molecolare esprime la capacita di un
farmaco di interagire con un numero ristretto (preferibil-
mente una sola) di macromolecole. A livello di organismo
esprime la capacita di generare risposte riconducibili alla
modulazione di un unico sistema funzionale. In genere la
selettivita diminuisce all'aumentare della concentrazione/
dose utilizzata.

Desensitizzazione La riduzione della capacita di un
sistema recettoriale di generare una risposta al farmaco
indotta dall’esposizione al farmaco stesso (0 suo analogo).

Downregulation Riduzione del numero di siti di legame/
recettori per un farmaco. E generalmente indotta dall’espo-
sizione prolungata al farmaco stesso (0 suo analogo).
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Benché desensitizzazione e downregulation comportino
entrambi una riduzione della capacita di una cellula/siste-
ma di rispondere a una stessa concentrazione di farmaco,
generalmente il termine desensitizzazione indica una
riduzione della capacita molecolare di trasdurre il segnale,
mentre il termine downregulation indica una riduzione del
numero di recettori attivabili/legabili dal farmaco.

Tolleranza |l termine esprime la riduzione della capacita
di un organismo di rispondere alla somministrazione
ripetuta di un farmaco. La tolleranza puo trovare le sue
basi cellulari e molecolari nei processi di desensitizzazio-
ne e downregulation. Da non confondersi con il termine
“dipendenza”. Una tolleranza che si instaura rapidamente
viene chiamata tachihlassi. Sia la tolleranza che la tachi-
filassi pud essre crociata: un farmaco pud indurre una
risposta modificata dell'organismo a un altro farmaco.

Sensibilizzazione E un aumento graduale della risposta
a una dose costante di farmaco ripetuta piu volte; puo
essere vista come I'inverso della tolleranza.

Dipendenza Indica lI'uso compulsivo di un farmaco con
attivita psicoattiva, che nasce da un suo uso ripetuto e
continuo. Puod associarsi a tolleranza. La sospensione
brusca del farmaco provoca una sindrome con sinto-
matologia psichica e fisica molto intensa e spesso assai
spiacevole che viene chiamata sindrome da astinenza. La
sintomatologia pud comprendere effetti di stimolazione
del sistema nervoso autonomo, neuromuscolare ed effetti
opposti a quelli normalmente esplicati dal farmaco.

Effetti collaterali Sono gli effetti di un farmaco diversi da
quelli per i quali @ ammesso il suo uso clinico. Possono
essere utili o dannosi. Possono essere dovuti allo stesso
meccanismo d’azione che genera l’effetto terapeutico (ad
esempio, tachicardia per gli antispastici attivi sul sistema
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parasimpatico) o a un meccanismo totalmente differen-
te. Possono insorgere a dosi pari a quelle terapeutiche
(ad esempio, ipotensione ortostatica per i nitroderivati
antianginosi), ma, piu comunemente, sono osservabili
a dosi superiori e talvolta anche a dosi inferiori a quelle
terapeutiche. Nelle manifestazioni piu gravi, si usa il
termine effetti tossici o reazioni avverse.

Rapporto rischio-beneficio E il rapporto che mette in
relazione il rischio provocato alla salute del paziente
dagli effetti collaterali o tossici di un farmaco con gli
effetti benefici che esso pud produrre. E una valutazione
relativa, e spesso soggettiva, che deve tenere conto della
gravita della malattia da curare e della percezione della
qualita della vita del paziente.

Indice terapeutico E il rapporto tra la dose (o la con-
centrazione) capace di produrre effetti utili e la dose
responsabile di effetti collaterali/tossici (ad esempio, dose
tossica, o dose letale). Perché I’indice sia di qualche utilita,
occorre precisare quali sono gli effetti benefici e tossici
che si considerano e la loro entita.

Metanalisi E la tecnica di analisi dei risultati clinico-
farmacologici riportati in diversi lavori (gia pubblicati)
e/o diversi esperimenti, anche non concordanti tra loro,
che consente di estrapolare conclusioni/dati statistica-
mente significativi su un particolare effetto terapeutico.
Sommando le casistiche di studi diversi, uno studio di
metanalisi consente di aumentare la potenza statistica
delle osservazioni che, nei singoli studi, sono spesso basa-
te su numeri cosi bassi da essere inadeguate dal punto di
vista statistico. Nello svolgere una metanalisi, particolare
attenzione viene posta sulle modalita di realizzazione
degli esperimenti e sulla loro validita metodologica. Essa
fornisce la base principale per la stesura di linee guida
terapeutiche e per la medicina basata sullevidenza.

La farmacologia, iniziata nei tempi pit antichi, ha recentemente rivoluzionato la terapia
e molti degli aspetti sanitari e sociali degli individui.

L'effetto farmacologico nasce dall'interazione tra una sostanza e una o piu molecole

dell'organismo.

Gli effetti farmacologici dipendono dalla dose e sono misurabili quantitativamente.
Esistono effetti terapeutici che non dipendono da effetti farmacologici (effetto placebo).

Lo sviluppo della farmacologia ha fatto nascere branche specialistiche di questa
disciplina che si occupano in modo approfondito dei diversi aspetti della scienza del
farmaco soprattutto negli ambiti di confine con altre discipline.
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Percorrere la storia dell'uomo alla ricerca di rimedi efficaci per il dolore e la malattia

Comprendere come € nata, come si € evoluta e in quale direzione si muove la farmacologia

Nascita ed evoluzione
della farmacologia

La medicina primitiva e antica:
rimedi magici e naturali

Sin dall’antichita I'uomo ha cercato rimedi contro il
dolore e la malattia: dapprima in modo empirico, at-
traverso il casuale riscontro delle proprieta benefiche di
una procedura o di un’erba, poi in modo speculativo,
partendo dall'idea secondo cui un’entita estranea - o
spirito malvagio -, impossessandosi dell’individuo - del
suo corpo e/o della sua anima -, vi provocasse una malat-
tia. In tal caso la guarigione comportava la cacciata dello
spirito maligno tramite un rituale fatto di esorcismi e di
pratiche “magiche”.

Anche gli Egizi, che pure facevano ricorso a sostanze
vegetali o animali non prive di efficacia (il Papiro di Ebers,
risalente al 1500 a.C., il piu completo codice medico
dell’antichita, cita I'olio di ricino, la senna, il melograno,
il tannino, l'oppio, l'aloe, la menta), erano soliti accom-
pagnare la preparazione e la somministrazione di tali
sostanze con scongiuri e recitazione di formule miranti
ad allontanare il “demone” della malattia. Ugualmente
gli Ebrei, che basavano buona parte delle loro pratiche
preventive e curative sulla stretta osservanza di precise
norme igieniche (ma che conoscevano anche il sicomo-
ro, lI'issopo, il cumino, il pino), traevano dall’elemento
religioso caratterizzante il loro modo di vita una valenza
“terapeutica” di grande rilievo.

Il razionalismo greco e romano

La concezione umoralistica di ascendenza ippocratico-
galenica (Ippocrate, 460-377 a.C.; Galeno, 129-199 d.C.)
contempla la malattia come uno sconcerto della tetrade

umorale (sangue, flegma, bile, atrabile) propria dell’or-
ganismo. La tetrapartizione degli umori & simmetrica
a quella degli elementi primordiali (terra, acqua, aria,
fuoco), delle qualita elementari (freddo, caldo, umido,
secco), delle stagioni dell’anno (primavera, estate, au-
tunno, inverno), delle eta della vita (puerizia, giovinezza,
maturita, vecchiaia). La scienza greca dei farmaci - phar-
macon é parola greca che significa insieme rimedio e ve-
leno - sisviluppa inizialmente nell’'ambito della dietetica
attraverso un gioco complesso di rimandi tra “qualita”
delle sostanze prescelte e “temperamenti” (sanguigno,
flemmatico, bilioso, atrabiliare) dell’lorganismo malato.
Negli scritti del Corpus hippocraticum per la prima volta
sono esposte in modo sistematico le regole per raccogliere
i “semplici” vegetali (elleboro, oppio, belladonna, vera-
tro, ruta, menta), le norme per preparare i medicamenti
(suddivisi in purganti, narcotici, diaforetici, diuretici,
emetici), le modalita del loro impiego nella cura delle
diverse malattie.

Sistematicita e razionalismo naturalistico si ritrovano
anche nella “biologia” di Aristotele (384-282 a.C.) e del
suo allievo Teofrasto (370-286 a.C.), autore quest’'ultimo
di una Histoiia plantarum che non ¢ solo un analitico e
ordinato tentativo tassonomico, ma anche un vero trattato
di fitoterapia: vi sono infatti descritti con precisione il
papavero, la cicuta, la mandragora (Figura 2.1), I’elleboro,
ciascuno con i suoi effetti. E un’opera che pud conside-
rarsi precorritrice dei testi di “farmacologia vegetale” che
dal Medio Evo in poi tanta parte avranno nella fondazione
dell’arte speziale.

In Roma medicina e farmacologia proseguono nel trac-
ciato dei Greci. Aulo Cornelio Celso, Scribonio Largo e
Plinio il Vecchio riportano, nelle loro opere, la summa
delle conoscenze via via maturate. Chi le rielabora e le
accresce, lasciando un’impronta destinata a durare nei
secoli, & Dioscoride Pedanio, chirurgo militare greco



Introduzione alla farmacologia

sezione 1

Figura 2.1 Rappresentazione della mandragora in un erbario
del secolo XV. La pianta veniva fatta strappare da un cane, perché
si credeva che facesse morire chi I'avesse sradicata. Morto il cane,
la mandragora proteggeva l'uomo contro tutti i malefici (Pavia,
Biblioteca Universitaria).

poi divenuto cittadino romano e vissuto nel | secolo
d.C. Uopera di Dioscoride (universalmente nota con il
titolo di De materia medica, dalla prima versione latina
con commento di Pietro Andrea Mattioli pubblicata a
stampa nel 1478) restera sino al XVIIl secolo un classico
della farmacologia. In 5 libri, suddivisi in 827 capitoli,
sono elencate tutte le sostanze medicamentose di origine
vegetale (650), animale (85) e minerale (50).
Ugualmente universale e durevole é I'influenza esercitata
da Galeno. La sua opera De simplicium medicamentis et
facultatibus, dedicata alla terapia, elenca 473 medicamenti
di origine vegetale che resteranno per un millennio e mez-
zo la base indiscussa dell’arte della cura in Europa. Con
fedelta alla concezione umorale della malattia, applicare
rimedi ai malati significa per Galeno adottare, nelle varie
fasi evolutive delle malattie, medicamenti con azione ed
effetti opposti a quelli del male: farmaci “riscaldanti” nelle
malattie o nelle loro fasi “fredde”, farmaci “perfrigeranti”
nelle malattie o nelle loro fasi “calde”. “Contraria con-
trariis curantur” & la massima o aforisma principe della
farmacoterapia galenica. Questa prescrive inoltre che il
medico prepari lui stesso il medicamento (donde il ter-
mine galenico tuttora in uso) e lo somministri in modo
oculato e con parsimonia.

Tra le molteplici e varie preparazioni medicamentose del
tempo figuravano: catapozi (pillole semplici), cerotti, lini-
menti, trocisci (impiastri di polveri con aceto e vino), terre
rare (dette anche terre sigillate per il sigillo di provenienza
che vi era impresso), argille accreditate di virtu terapeu-
tiche particolari, e la triaca o teriaca, mistura composta
da molti ingredienti (tra cui, al primo posto, il tritato di
vipera), usata come antidoto contro tossici e veleni. La
sua formula era tenuta segreta e la sua preparazione era
una pratica iniziatica, riservata ai soli addetti (vedi CD:
Approfondimento 2.1. ljannaci degli antichi).

Tra alchimia e magia naturale

La caduta, nel 476 d.C., dell'impero Romano d’Occidente
segna l'inizio del Medio Evo e consegna all’emergente ci-
vilta araba il primato della conoscenza in ambito medico
e farmacologico. Luso di sostanze medicinali costituisce
anzi il cardine delle cure dell’arabismo medico. La medi-
cina di Avicenna e Avenzoar rifugge dalle pratiche cruente
della chirurgia “ferramentaria” e, come testimoniano le
opere di Albucasis, predilige le pratiche diversamente cu-
rative della chirurgia “medicamentaria” (dove al termine
chirurgia viene conservato il significato di “manualita”).
La cultura araba diffonde in Occidente anche l'alchimia
(letteralmente: “mescolamento”), una pratica empirica e
di duplice valenza, che da un lato permette di sviluppare
le conoscenze su alcune procedure che si potrebbero
definire “protochimiche” (distillazione, riscaldamento e
bagnomaria), atte a ottenere composti, alcuni anche nuovi
(ammoniaca), mentre dall’altro spinge verso realizzazioni
utopistiche, immaginate o sognate, quali risposte magico-
naturali ai problemi esistenziali della salute (elisir di lunga
vita) e della poverta (pietra filosofale).

Dalla medicina monastica agli orti botanici

Nellimbarbarimento medioevale dell’Occidente, e grazie
allo spirito “conservatore” degli ordini monastici che nei
conventi si serbano tradizioni, si tramandano saperi, si
sviluppano novita. Si preservano e si trascrivono i codici
antichi, si problematicizzano i loro contenuti, si elabo-
rano nuovi modelli. Lassistenza conventuale ai pauperes
infirmi rappresenta un modello destinato a dar vita ai
moderni ospedali e I’erboristeria monastica della coltura
dei “semplici” costituisce un modo di ulteriore arricchi-
mento della farmacoterapia.

Per I'influsso della medicina monastica sorge e si sviluppa
nei secoli XI e XII la Scuola medica salernitana, primo
centro di medicina laica, luogo di incontro geografico
e di intreccio culturale fra la tradizione greco-romana
e l'elaborazione araba. Il Regimen Sanitatis Salernitanum
(una silloge in versi di consigli per conservare la salute e
vivere a lungo) costituisce, insieme alVAntidotaiium di Ni-
colo Salernitano e all’Ars medendi di Cofone, una triade di
opere influenzanti nel lungo periodo la medicina europea.
La nascita delle corporazioni d’arti e mestieri, tra cui
quella dei medici e degli speziali, e la definizione giuridica
del ruolo distinto delle due professioni sono di poco po-



steriori. Le Ordinationes emanate nel 1240 dall'imperatore
di Sicilia Federico 11 (1191-1250) ridisegnano medicina e
farmacia nel loro aspetto istituzionale, ma anche in quello
scientifico. VAntidotarium di Nicolao Preposito elenca
i metodi di preparazione dei medicamenti e codifica i
criteri per fare di essi un uso rigoroso e non aleatorio.
Codice ed elenco rappresentano un terminus a quo delle
successive farmacopee.

Con la nascita delle Universita, entro le quali viene
trasmesso e appreso un sapere scientifico codificato,
seguita dalla scoperta della stampa (1450), grazie a cui
viene enormemente accelerata la circolazione delle idee,
la cultura medica e farmaceutica si dilata con velocita e
ampiezza sorprendenti. Oltre al rinnovato interesse per
la sterminata Naturalis Ustoria pliniana (stampata a Ve-
nezia nel 1469) e alla gia citata versione latina dell’opera
di Dioscoride da parte di Pietro Andrea Mattioli (1478),
la scoperta del Nuovo Mondo da parte di Cristoforo
Colombo (1492) e apportatrice, nell’'ambito dell'impe-
rante farmacologia vegetale, dell'impiego terapeutico di
nuove “droghe” d'importazione amerindia. | non pochi
Hortus sanitatis che si stampano in periodo rinascimentale
aggiungono al patrimonio iconografico e scientifico ere-
ditato dal Medio Evo le piante medicinali d’oltreoceano
(gialappa, ipecacuana, guaiaco e cosi via).

Alle soglie del XVI secolo, piu precisamente nel 1498,
viene stampato a Firenze in lingua volgare il Ricettario
Fiorentino. E la prima vera Farmacopea, un prontuario
descrittivo di droghe e medicamenti e delle loro proprieta.
Indica agli speziali le procedure compositive e dissocia-
tive (oggi diremmo I'analisi e la sintesi), nonché le varie
modalita di confezione. Questo ‘rinascimento” della
farmacologia e della farmaceutica ha il suo culmine nella
fondazione a Padova, nel 1533 con Francesco Bonafede,
del primo Orto Botanico (vedi CD: Approfondimento 2.1).

Dal rinascimento anatomico alla "Experienz':
la spagirica di Paracelso

Nella storia della scienza il 1543 e un anno rivoluzio-
nario. La pubblicazione a Basilea dei sette libri a stampa
dell’opera De humani corporis fabrica di Andrea Vesalio
(1514-1564) coincide all’anagrafe della storia con la pub-
blicazione a Norimberga dei sei libri a stampa dell’opera
De revolutionibus orbium celestium di Niccolo Copernico
(1473-1543). La “rivoluzione anatomica” vesaliana, che
reinterpreta il microcosmo dell’'uomo, coincide con la
“rivoluzione astronomica” copernicana che reinterpreta
il macrocosmo dell'universo.

Anche la scienza dei farmaci conosce a meta Cinquecento
un processo di revisione e innovazione con una rinascita
e un rinnovamento degli studi in questo campo. La “ri-
voluzione farmacologica” é strettamente legata al nuovo
modo di intendere la medicina da parte di un medico
riformatore, Teofrasto Paracelso (Figura 2.2) (1493-
1541), culturalmente formatosi nel clima di contestazione
antiautoritaria proprio della Riforma protestante.
Theophrastus Bombast von Hohenheim (questo il suo
vero nome), il “Lutero dei medici” (come viene chia-
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Figura 2.2 Teofrasto Paracelso (1493-1541). Ritratto di autore
ignoto.

mato Paracelso dai suoi epigoni), contesta in blocco la
tradizione medica classica - quella di Aristotele, Galeno,
Avicenna - quale fonte, a suo dire, di un sapere libresco,
diverso da quello leggibile nel grande “libro della natu-
ra”. Il vero magistero non e nei libri di testo, ma nella
Experienz, nell’esperienza diretta delle malattie e dei loro
veri rimedi, sgorganti dalle viscere della grande “madre
terra” come le acque minerali e termali (aqua vivimus) e
come i metalla in esse disciolti.

Nelle “officine della salute” che rappresentano i primi
laboratori della nascente protochimica, la paracelsiana
alchimia o chymia & - con l'astronomia, la filosofia e la
virtu - uno dei quattro pilastri della vera medicina. Essa
e intesa come “spagirica”, un’analisi-sintesi che trae il
proprio nome dal greco spao (estraggo) e ageiro (raccol-
go). | veri medici devono occuparsi della “estrazione”
come i minatori e del “raccolto” come gli agricoltori. La
medicina, secondo Paracelso e i suoi seguaci, deve essere
una “agricoltura di uomini”, una “alchimia metallurgica”
produttiva di farmaci efficaci (Figura 2.3).

Il farmacista paracelsiano é radicalmente diverso dallo
speziale della tradizione. Egli indossa non la veste lunga,
ma il “vestito del minatore con il grembiule di cuoio del
fabbro”. In laboratorio attizza il fuoco sotto crogioli e
alambicchi, fondendo, distillando, sublimando i metalli.
Dairimmenso magisterio della metallica trans-forma-
zione” trae nuovi “composti”, radicalmente diversi dai
“semplici” tradizionali.

Paracelso trae nuovi concetti. DaWal-kohl, “materia” di
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Figura 2.3 La bottega dell'alchimista. Dipinto di Giovanni Stra-
dano del secolo XVI (Firenze, Palazzo Vecchio).

nero carbone, trae I'analogia lessicale con Yalcol, “spirito”
di nero vino. Dall’idea di caos trae I'embrione ideologico
da cui il suo seguace Van Helmont trae a sua volta il con-
cetto scientifico di gas. Dalla personale “esperienza” con
i malati, cui lenisce la sofferenza con il laudano (tintura
di oppio), trae l'aforisma anti-galenico similia similibus
curantur, valevole non tanto in senso farmacologico,
terapeutico, quanto in senso antropologico, curativo. “Il
simile si cura col simile” vuol dire che I'infermo si cura
con l'infermiere, il povero con il medico dei poveri, l'uo-
mo dei campi con il medico di campagna. Sullo sfondo di
questa sapienza paracelsiana si disegna il concetto, o I'ef-
fetto placebo, che “il buon medico & la prima medicina”.

Dalla iatrochimica ai lumi della ragione
scientifica

Il Seicento € un secolo di transizione e di contraddizione.
Nel 1661 la pubblicazione dell'opuscolo di Boyle The
Sceptical Chemist segna la nascita della chimica come
scienza; negli stessi anni si processano ancora gli “untori”,
rei di “dare I'onto” a uomini e cose, cioé di generare e
diffondere con mezzi chimici la “peste manufatta”.

La strada che portera a celebrare la ragione come una
“dea” - o, meno trionfalisticamente, ad affermare le ra-
gioni della scienza - € comunque gia delineata. | medici-
fisici, o iatromeccanici, di scuola galileiana interpretano
I’organismo come una “macchina”. Dopo che William

Harvey (1578-1657) ha descritto nel De motu cordis
(1628) la meccanica della circolazione del sangue, Gio-
vanni Alfonso Borelli (1608-1679) descrive nel De motu
animalium (1680) la meccanica del movimento muscolare
e della locomozione. Alla descrizione harveyana della
macromacchina cardiaca propellente il sangue, Marcello
Malpighi (1682-1694), facendo sapiente uso dell*occhia-
lino” (microscopio), aggiunge la descrizione delle micro-
macchine glomerulari (renali) e alveolari (polmonari).
Alla nuova concezione meccanicistica si affianca l'altret-
tanto nuova concezione “chemiatrica”, prevalentemente
affermatasi oltralpe. | medici-chimici, o iatrochimici,
di scuola paracelsiana interpretano l'organismo come
“alambicco” entro una visione “particellare” (atomistica)
della materia sia “bruta” (inorganica) che ‘“viva” (orga-
nica): una visione democritea ed epicurea, riportata in
auge dalla filosofia cartesiana e dal metodo quantitativo
di Galileo Galilei.

Dal nuovo contesto teorico non vengono peraltro immedia-
te ricadute pratiche utili in campo farmacologico e farma-
ceutico. “Non abbiamo rimedi”, e costretto ad ammettere
Antonio Vallisnieri (1662-1730), professore di medicina
pratica e teorica a Padova nel primo Settecento. D’altra
parte l'ottica iatromeccanica privilegia le “parti solide”
dell’organismo (solidismo), l'ottica iatrochimica le “parti
fluide” (umoralismo): riemergono, rinnovandosi, antiche
teorie. Con sapiente sincretismo Giovanni Battista Morga-
gni (1682-1771) elabora nel De sedibus et causis morbomm
peranatomen indagatis (Venezia, 1761) un’anatomia patolo-
gica e una fisiopatologia su rinnovate basi fisico-chimiche.
Con altrettanto sagace eclettismo i medici coevi cercano di
giovarsi, e di giovare ai malati, con un armamentario tera-
peutico dove accanto a nuovi rimedi, tali o presunti, come
il “trionfale” antimonio, figurano ancora vecchi preparati,
come la “magica” triaca (Figura 2.4).

In questo vacuum farmacologico e farmaceutico esiste
tuttavia il plenum della monumentale opera linneiana. Il
naturalista e medico svedese Cari von Linné (1707-1778)
elenca, descrive e riclassifica in una trilogia di trattati -
Systema naturae (1735), Philosophia botanica (1750), Spe-
cies plantarum (1753) - l'intero universo vegetale. | meriti
dellimpostazione concettuale (tassonomia binomiale)
sono pari ai meriti del rilancio fattuale di una fitoterapia
senza dubbio efficace, eppure messa in discussione e in
disparte dal grande sviluppo dei “medicamenti chimici”.
Un altro svedese, il farmacista di origine tedesca Karl W
Scheele (1742-1786), é l'iniziatore della chimica farma-
ceutica. Lavorando nel retrobottega della sua farmacia di
Képing, nei pressi di Stoccolma, nel 1774 scopre |I'™aria
di fuoco” (ossigeno) tardando perdo a darne notizia e
facendosi precedere dall'inglese Joseph Priestley. Negli
anni successivi scopre molte sostanze organiche (gli acidi
formico, urico, lattico, citrico e malico, la glicerina) e apre
la strada alle ricerche di chimica organica, utilizzate poi
nell’Ottocento dalla nascente farmacologia, mentre tra i
lumi della ragione scientifica e i fuochi della Rivoluzione
francese Antoine-Laurent Lavoisier (1743-1794) confuta
la vecchia “teoria del flogisto” e pone le basi della nuova
chimica quantitativa.



Figura 2.4 Lo speziale. Dipinto di Pietro Longhi del secolo XVIII
(Venezia, Galleria dell'Accademia).

Dalla ricerca del principio attivo
alla scoperta di alcaloidi e glucosidi

Il Settecento si chiude con i primi tentativi di estrarre dal
“semplice” (il medicamento) la frazione ritenuta efficace
dal punto di vista terapeutico. EOttocento inizia invece
con lo sforzo della chimica farmaceutica di compiere il
passo decisivo per l'isolamento dalle piante medicinali
(principalmente china, oppio, tabacco) del “principio
attivo” responsabile dell’effetto curativo, per poterlo
purificare e produrre in grande quantita.

In modo sempre piu perfezionato e con un grado crescen-
te di consapevolezza nel 1803 Louis-Charles Derosne,
nel 1807 Friederich W Sertumer e nel 1817 Joseph
Gay-Lussac isolano la morfina dall’oppio. Nel 1809
Louis-Nicolas Vauquelin separa la nicotina dal tabacco
e nel 1820 Pierre-Joseph Pelletier e Joseph-B. Caventou
dalla china isolano la chinina, dimostrando che é a questa
sostanza che si deve I'effetto antipiretico (empiricamente
noto da tempo) della corteccia della china. Completeran-
no le loro scoperte isolando dalla noce vomica la stricnina
e dal caffe la caffeina.

Tutte queste sostanze, chimicamente caratterizzate da
un comportamento basico, contenenti azoto e in grado
di formare sali in combinazione con gli acidi, vengono
chiamate nel 1821 da Wilhelm Meissner alcaloidi. A
questa ben presto si affianca un’altra classe di principi
attivi, distinti dai primi per il fatto di non avere proprieta
basiche e in grado di dare, scindendosi, glucosio come
prodotto secondario: i glucosidi, di cui due in particolare
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- la digitalina scoperta da Roger nel 1834 e la salicilina
identificata da Leroux nel 1839 - assumono un ruolo
importante in farmacologia.

La scoperta degli alcaloidi e dei glucosidi e la prosecuzione
di quegli studi di “chimica organica” iniziati empiricamente
da Karl Scheele, continuati in modo piu sistematico da
Justus von Liebig (1803-1873) e culminati con la sintesi,
nel 1831, da parte di Friedrich Wohler (1800-1882),
dell'urea: un composto organico ottenuto in laboratorio a
partire da sostanze inorganiche (carbonio e azoto); un fatto
di cui inizialmente non si coglie la portata “rivoluzionaria”,
perché l'urea, presente nell’urina, appare non tanto un
prodotto di processi vitali, quanto un prodotto del loro
degrado, come tale escreto daU’organismo.

Insieme a quella degli anestetici, queste scoperte rap-
presentano le maggiori realizzazioni della “nuova farma-
cologia” ottocentesca. | suoi piu insigni rappresentanti
sono quelle figure di fisiologi-farmacologi (come Francgois
Magendie, RudolfBuchheim, Cari Binz, Oswald Schmie-
deberg e in Italia, Andrea Giacomini, Giovanni Semmola e
Arnaldo Cantani) in grado di studiare I'interazione tra or-
ganismo e farmaco per valutare di quest’ultimo gli effetti
terapeutici e quelli tossici, applicando in farmacologia le
idee innovative che, in ambito medico e biologico, aveva-
no in quegli anni rivoluzionato le precedenti concezioni:
la médecine expérimentale di Claude Bernard (1813-1878),
la cellularpathologie di Rudolf Virchow (1821-1902), le
“ipotesi germinali” di Louis Pasteur (1822-1895) e la
“pbiologia dei microbi” di Robert Koch (1843-1910).

La rivoluzione dei farmaci di sintesi:
dalla produzione artigianale
alla fabbricazione industriale

La necessita di poter disporre di una grande quantita
di estratti vegetali terapeuticamente attivi (alcaloidi
e glucosidi) porta in Germania (il paese europeo che
dopo l'Inghilterra era in Europa quello piu avviato al
processo di trasformazione economico-sociale legato alla
rivoluzione industriale e nel quale la cultura scientifica
fisico-chimica era particolarmente avanzata) il farmacista
Henrich E. Merck (1794-1855) a fondare nel 1827 la
prima fabbrica per la produzione con criteri protoindu-
striali di cocaina e morfina, grazie alla trasformazione
dell’avita secolare spezieria di Darmstadt in un attrezzato
laboratorio artigianale.

La vera novita dell’Ottocento in campo farmacologico
é la nascita di medicamenti per sintesi chimica: non piu
estratti di sostanze vegetali O minerali presenti in natura,
ma composti “costruiti” artificialmente in laboratorio, in
grado di svolgere un’azione farmacologica selettiva ed
efficace suH’organismo malato. Questa rivoluzione far-
macologica avvia il processo di industrializzazione della
produzione farmaceutica, facendo del farmaco (specialita
farmaceutica) un rimedio innovativo per le sue enormi
capacita curative e per la sua ampia e facile disponibilita,
ma anche un prodotto in grado di determinare un profitto
economico e come tale sottoposto alle rigide regole del
mercato commerciale.
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Le nuove modalita di produzione farmaceutica rispondo-
no anche ai bisogni emergenti dalla rapida trasformazione
che la societa subisce in seguito al fenomeno, sempre piu
diffuso, dellindustrializzazione: inurbamento, aumento
della patologia infettiva, peggioramento della qualita
dell’esistenza, necessita di mantenere al massimo integra
la forza lavoro.

| paesi di cultura e lingua tedesca (Germania e Svizzera)
sono quelli in cui, per il concorrere di molteplici fattori
(presenza di una importante industria chimica, disponi-
bilita di notevole capitale economico, favorevole spirito
imprenditoriale, innovativa visione medico-biologica),
guesta industria si sviluppa come continuazione o filia-
zione di quella chimica dei coloranti: Bayer e Hoechst
(1863), BASF (1865) e Schering (1871) in Germania,
CIBA e Geigy (1884), Sandoz (1886) e Hoffman-La Roche
(1894) in Svizzera sono le prime e principali industrie di
coloranti e di farmaci che sorgono in quegli anni.

La ricerca di sostanze capaci di alleviare il dolore o di
esplicare un’azione antipiretica mimando gli effetti degli
estratti vegetali resta I'obiettivo da raggiungere. La fena-
cetina, scoperta nel 1887 da Anton Kast e Karl Hinsberg,
brevettata e introdotta sul mercato nel 1888 dalla Bayer, ¢
il primo vero farmaco sintetico clinicamente utilizzato pro-
dotto dalPindustria farmaceutica. Un decennio piu tardi,
esattamente nel 1899, sempre la Bayer commercializza un
altro composto destinato a segnare una tappa miliare della
storia farmacologica e farmaceutica: j’aspirina, I'acido ace-
tilsalicilico, scoperto nel 1898 da Felix Hoffman (in realta
riscoperto perché il prodotto era gia stato preparato sin dal
1853 da Charles E Gerhardt) come rimedio valido e piu
tollerato dell’acido salicilico contro reumatismi e dolori.
Nei Paesi di lingua latina (Italia e Francia) l'industria
farmaceutica prende invece avvio dalla trasformazione
dei numerosi laboratori che affiancano le botteghe degli
speziali, i piu intraprendenti dei quali (come a Torino
Giovanni Battista Schiapparelli nel 1823, a Milano Carlo
Erba nel 1853, Ludovico Zambeletti nel 1864 e Roberto
Giorgio Lepetit nel 1868) danno vita a importanti stabi-
limenti farmaceutici (vedi CD: Approfondimento 2.2. La
nascita dell’industriafarmaceutica in Italia).

La farmacologia moderna

Ehrlich e la chemioterapia:
il concetto di recettore

I nuovi farmaci di sintesi prodotti dalla nascente indu-
stria farmaceutica riescono a eliminare o ad attenuare i
sintomi piu gravi che accompagnano le malattie (come
la febbre o il dolore), ma non sono in grado di ridurre
I'incidenza delle infezioni che, all’inizio del Novecento,
rappresentano ancora la stragrande maggioranza delle
manifestazioni patologiche dell’'umanita.

Limpiego di sieri e vaccini (soprattutto per la difterite e il
tetano) e il ricorso sempre piu sistematico al chinino (per
la malaria) forniscono certamente un contributo impor-
tante, ma non ancora sufficiente, per ridurre lI'incidenza

di determinate malattie infettive. Per debellare definitiva-
mente le infezioni (causate, come ormai la scienza medica
aveva ampiamente dimostrato, dalla presenza di germi
patogeni all'interno dell’'organismo malato) occorre utiliz-
zare sostanze che, introdotte nel corpo malato, agiscano
come “proiettili magici” uccidendo selettivamente i germi
senza danneggiare l'ospite, realizzando quella therapia
sterilisans magna della malattia che era stato I'obiettivo
inseguito ma mai raggiunto dalla medicina della seconda
meta dell’Ottocento.

Un nuovo farmaco messo in commercio nel 1910 dalla
Hoechst per combattere la sifilide, il Salvarsan (chimica-
mente un derivato dell’arsenico, I’'arsenobenzolo), sembra
possedere queste caratteristiche e aprire realmente una
nuova era nella lotta contro le infezioni. E il punto d’ar-
rivo delle ricerche di un geniale scienziato tedesco, Paul
Ehrlich (1854-1915), convinto assertore dellimportanza
della chemioterapia per debellare le malattie infettive:
una terapia cioé realizzata grazie all'impiego di sostanze
chimiche che, introdotte dall’esterno neU’organismo ma-
lato, siano in grado di riconoscere, per affinita chimica,
i germi patogeni e di distruggerli senza danneggiare altri
organi. Sostanze parassitrope e non organotrope, in grado
di fissarsi chimicamente al germe eliminandolo: insomma
i proiettili magici sognati dalla medicina ottocentesca.
Benché sul piano terapeutico i risultati ottenuti sulla si-
filide dagli arsenobenzoli non fossero cosi brillanti come
si era sperato, tuttavia le idee di Ehrlich rappresentano
una tappa fondamentale nel progresso della farmacolo-
gia, soprattutto per la chiara intuizione e formulazione
del concetto di recettore (vedi CD: Approfondimento 2.3.
La chemioterapia di Ehrlich: la teoria dei recettori e la spe-
rimentazione clinica).

La chemioterapia di Ehrlich rappresenta anche la prima ve-
ra esperienza difatmacologia sperimentale nel senso moder-
no del termine, premessa indispensabile all’avvento della
farmacologia terapeutica realizzata alcuni decenni piu tardi
dall'impiego dei sulfamidici prima e degli antibiotici poi.
In quegli stessi anni la chimica inorganica e quella organica
ottocentesche continuano nella “chimica della vita” (chimi-
ca biologica o biochimica) del primo Novecento, che dalla
scoperta di ormoni (dal 1905) e di vitamine (dal 1911) trae
nuove nozioni per una piu precisa conoscenza dei processi
biochimici all'origine dei meccanismi fisiologici e patologi-
ci dell’'organismo umano. Si arriva cosi all'identificazione
nella carenza di vitamine dell’origine di malattie (come lo
scorbuto, il rachitismo, la pellagra) che per secoli avevano
accompagnato I'umanita dolente delle classi subalterne o
alla scoperta che disturbi ormonali sono la causa di gravi
patologie (come il diabete mellito o il gozzo ipotiroideo)
che potevano essere curate somministrando I'ormone
mancante estratto da tessuti animali (opoterapia).

Sulfamidici e antibiotici: dalla farmacologia
sperimentale alla farmacologia terapeutica

Nonostante la delusione degli arsenobenzoli, I'"“idea che-
mioterapica” di Ehrlich restava un’affascinante ipotesi di
lavoro in ambito farmacologico. Seguendo questa strada



Gerhard Domagk (1895-1964), un ricercatore della Ba-
yer, sintetizza nel 1932 un composto, il prontosii rosso,
che ben presto mostra di svolgere un’importante azione
antibatterica. Stranamente il composto esplica la sua
azione solo in vivo e non in vitro. La ragione di questo
insolito comportamento viene evidenziata nel 1935 da
un gruppo di ricercatori dell’istituto Pasteur di Parigi,
sotto la guida di Daniel Bovet (1907-1992): l’azione
antibatterica ¢ dovuta solo a una parte del composto, il
sulfamile, che si ottiene dopo la scissione del colorante
operata daHorganismo. Nasce una nuova rivoluzionaria
classe di farmaci, i sulfamidici, i primi veri prodotti efficaci
in gran parte delle malattie infettive.

La vittoria definitiva sulle infezioni si avra pero solo a
partire dal 1942, durante gli anni drammatici della Se-
conda Guerra Mondiale. Iniziano segretamente in quegli
anni negli Stati Uniti le prime applicazioni cliniche
e la produzione industriale di una sostanza dotata di
straordinari poteri antibiotici, la penicillina, un estratto
di muffa scoperto casualmente nel 1929 da Alexander
Fleming (Figura 2.5) (1881-1955) e successivamente reso
sufficientemente stabile per cristallizzazione nel 1939 da
Howard Florey (1898-1955) e Ernst Chain (1906-1979).
Uimpatto della penicillina (e degli altri antibiotici sco-
perti successivamente, come la streptomicina a opera
di Selman A. Waskman nel 1944, il cloramfenicolo e le
cefalosporine nel 1947, laneomicina nel 1949, le tetraci-
cline e I'eritrocina nel 1952) sulla medicina e sulla societa
e enorme, tale da influenzare in modo significativo la
durata e la qualita della vita, cosi da risultare certamente
uno trai piu importanti fattori che in questo secolo hanno
modificato il cammino defl’'umanita.

Figura 2.5 Alexander Fleming (1881-1955), scopritore della
penicillina.
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Sulfamidici e antibiotici rappresentano non solo il punto
d’arrivo della concezione chemioterapica di Ehrlich e i
primi veri farmaci messi alla prova dalla farmacologia spe-
rimentale per studiare l'interazione organismo-farmaco,
ma anche i primi prodotti che permettono alla farmaco-
logia moderna di affiancare a un indirizzo teorico preva-
lentemente “sperimentale” un approccio piu applicativo
di tipo “terapeutico”.

Dalla materia medica d’inizio Ottocento si & giunti alla
farmacoterapia della seconda meta del Novecento.

Antistaminici e psicofarmaci:
nasce la farmacologia moderna

Daniel Bovet (Figura 2.6) (1907-1992), premio Nobel per
la medicina nel 1957, e lo scienziato a cui la farmacologia
moderna deve i maggiori contributi. Dopo I'importante
scoperta fatta nel 1935 sull’azione antibatterica legata ai
sulfamidici, di cui s’¢ detto, nel 1937 compie studi fonda-
mentali suU’istamina e sulle sostanze antagoniste (antista-
minici) e successivamente, nel 1947, con le ricerche sulla
gallamina apre la Strada ai curali sintetici. In particolare, le
ricerche sullefenotiazine, prodotti ad azione antistaminica
noti da tempo, ma mai adeguatamente indagati, portano
nel 1952 all'uso clinico come sedativo in alcune forme
di psicosi della clorpromazina (Largactil) da parte dilJean
Delay e Pierre Deniker, segnando l'inizio ufficiale della
“psicofarmacologia”. Eimpiego di sali di litio (iniziato nel
1949) e la scoperta di farmaci ad azione antidepressiva
(anti-MAO e triciclici, rispettivamente 1952 e 1957) for-
niscono ben presto nuovi mezzi per affrontare in modo
radicalmente diverso rispetto al passato i gravi problemi

Figura 2.6 Daniel Bovet (1907-1992), padre della farmacologia
moderna.
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della patologia psichiatrica, aprendo la porta della spe-
ranza e della liberta a migliaia di esseri infelici destinati
prima di allora a languire, sovente per tutta la vita, nelle
“prigioni della follia”, i manicomi.

Una nuova classe di “tranquillanti minori”, le benzodia-
zepine, scoperte da Leo Sternbach, a partire dal 1960
si rivela assai efficace per controllare I'ansia e ridurre
I'insonnia. Clordiazepossido (Librium, 1960) prima, e
diazepam (Valium, 1963) poi sono i capostipiti di una
famiglia di composti che ha mutato profondamente la vita
di milioni di persone di tutto il mondo, migliorandola
indubbiamente talvolta, ma creando spesso fenomeni di
autentico gratuito consumismo farmacologico e di grave,
ingiustificabile e inaccettabile farmacodipendenza.

L'esplosione farmacoterapica
e gli sviluppi della farmacologia

Un’autentica “esplosione farmacoterapica” sconvolge il
mondo della medicina e della farmacologia nel secondo
dopoguerra, a partire soprattutto dagli anni 50. Anche in
Italia la ricerca farmacologica accademica e industriale si
riorganizza in quel periodo e nascono le principali scuole
farmacologiche che hanno permesso uno sviluppo impor-
tante in ricerca e in applicazioni terapeutiche (vedi CD:
Approfondimento 2.3 e Approfondimento 2.5 la rinascita
della famacologia italiana nel secondo dopogueira). Dopo
gli sviluppi della psicofarmacologia vengono scoperti e
sintetizzati nuovi e piu potenti antibiotici (rifampicina,
1957; ampicillina, 1961), alcuni ad azione antimicotica
(nistatina, 1950; griseofulvina, 1958), sostanze attive
contro la tubercolosi (PAS, 1946; isoniazide, 1952), piu
attivi antispastici, analgesici e antinfiammatori non steroi-
dei (FANS) che permettono in alcune malattie croniche,
valide alternative all'uso del cortisone (impiegato in terapia
nel 1949). La cura del diabete mellito si arricchisce grazie
all'introduzione degli antidiabetici orali (1955), mentre la
scoperta e I'impiego dei contraccettivi (1956) rende per la
prima volta nella storia l'umanita in grado di controllare
le nascite.

Anche malattie neurologiche ritenute inguaribili (come il
morbo di Parkinson) si giovano dell’introduzione in tera-
pia della L-Dopa (1960), in grado di contrastare gli effetti
devastanti del male. Iniziano a essere impiegati anche i
primi diuretici e i primi P-bloccanti ad azione ipotensiva
e cardioprotettiva. Il ricorso sistematico agli antielmintici,
la scoperta e lI'uso di nuove vitamine, la diffusione della
vaccinazione antipoliomielitica, I’estensione dell'impiego
di preparati chemioterapici nella lotta ai tumori portano
a un graduale progressivo miglioramento nella terapia di
molte forme patologiche.

In questo apparentemente inarrestabile processo di “pro-
gresso” farmaceutico e di “ottimismo” medico, nel 1960
il dramma e il clamore che suscita nel mondo il “caso
talidomide” (un farmaco ad azione ipnotica messo in
commercio da un’industria tedesca come assolutamente
sicuro ma che, assunto in gravidanza, determina la na-
scita di bimbi affetti da una gravissima malformazione: la
focomelia) provocano una brusca battuta d’arresto e una

salutare pausa di riflessione sull’'uso e sulla sicurezza dei
farmaci (vedi CD: Approfondimento 2.4. Il caso talidomide).
Diventa evidente la necessita di creare una legislazione
nuova, intesa a promuovere una corretta sperimentazione
farmaceutica e clinica dei farmaci, onde garantire I'assenza
di gravi effetti collaterali e la presenza di una reale effi-
cacia terapeutica dei medicinali messi in commercio. Si
ridimensiona in tal modo anche il potere dilagante e non
sufficientemente controllato dellindustria farmaceutica,
una delle ragioni - assieme alle nuove conoscenze scien-
tifiche acquisite in quegli anni in ambito farmacologico
- dell™esplosione farmacoterapica”.

Se l'industria, grazie ai suoi capitali economici e umani,
e un motore importante della ricerca farmacologica,
& soprattutto grazie all'opera paziente e costante degli
scienziati dentro le universita e le istituzioni pubbliche
che vengono tracciate le linee guida dell’attuale ricerca
farmacologica. In particolare la farmacologia dei mediatori
chimici, delle ammine e dei peptidi biologici, degli oppioi-
di endogeni (encefaline e endorfine), la farmacologia cellu-
lare e subcellulare, la farmacologia dei processi immunitari
e del sistema nervoso centrale, di quello endocrino.
Cosi, accanto alla tradizionale farmacologia teorica e
sperimentale, & andata nascendo una nuova farmacolo-
gia clinica, intesa come scienza applicativa per un uso
razionale del farmaco in ambito sanitario, che ha nella
farmacovigilanza (attenta a scoprire gli effetti collaterali
negativi dei farmaci), nella farmacoepidemiologia (intesa
come valutazione quantitativa sull’'uso e sull'abuso dei
farmaci) e nella jarmacoeconomia (intesa come rapporto
costi-benefici, soprattutto per quanto riguarda la spesa
pubblica) le sue principali espressioni.

Molti farmaci innovativi vengono scoperti e commercializ-
zati negli ultimi decenni del Novecento: anti-H2, come la
cimetidina (1972), e inibitori della pompa protonica, co-
me I'omeprazolo (1994) e i suoi derivati, attivi nell’ulcera
peptica; immunosoppressori, come la ciclosporina, e an-
tivirali, come l'aciclovir (1984); nuovi calcio-antagonisti,
ACE-inibitori, agonisti dell’angiotensina Il per il controllo
della pressione arteriosa e la cardioprotezione; statine
(1989) per il controllo delle ipercolesterolemie familiari;
antiprostatici, come la finasteride (1993); antiemicranici
selettivi, come i triptani (1994); piu efficaci e sicuri anti-
depressivi, come gli inibitori del reuptake della serotonina
(SSRI) (1992), e antipsicotici innovativi, come la clozapina
e il clopentixolo (1996). Queste molecole, spesso caposti-
piti di nuove classi di farmaci, dovrebbero (il condizionale
e d’obbligo) essere il frutto non solo di un’attenta ricerca,
ma anche di una piu accurata valutazione del rapporto
tra rischi e benefici.

Il farmaco infatti ha sempre, accanto a un‘azione benefica,
anche un’azione dannosa suHorganismo nel quale viene
introdotto: e solo un’attenta valutazione del rapporto
rischio/beneficio che ne deve guidare I'uso in ambito clini-
co, distinguendo tra azionefarmacologica (cioe interazione
biochimica con I'organismo, non sempre automaticamente
“curativa” o ‘benefica” e azione terapeutica (vale a dire
la capacita del prodotto di intervenire sulle cause della
malattia - ad esempio distruggendo agenti patogeni quali



i microbi - consentendo la guarigione e/o, in alternativa,
sopprimendo le manifestazioni sintomatologiche delle for-
me morbose, riducendo il dolore e migliorando realmente
la qualita della vita del malato).

L'era biotecnologica

L'impatto delle nuove tecnologie

Negli ultimi decenni I'impiego in medicina e in farmaco-
logia di tecnologie informatiche e di tecniche biologiche ha
aperto strade innovative, offrendo opportunita di grande
interesse speculativo e applicativo. Linformatizzazione e
le tecnologie biomediche, intersecandosi a piu riprese
lungo la loro parallela evoluzione con la tradizionale
chimica biologica e farmacologica, hanno cambiato sia
il modo di pensare che di lavorare in ambito medico-
farmacologico.

Sino a qualche decennio fa I'approccio tradizionale dei
farmacologi era basato esclusivamente sullo studio e sulla
comprensione dei meccanismi fisiologici e patologici,
mentre I'identificazione di possibili agenti terapeutici si
basava su modelli animali come sistema rivelatore. La
ricerca farmacologica era caratterizzata da programmi di
screening effettuati su grandi raccolte (dette “biblioteca
chimica” o library in inglese) di molecole ottenute per
sintesi chimica per verificarne I’affinita nei confronti di
specifici target biologici e valutarne I'efficacia terapeuti-
ca, mentre l'uso delle poche proteine disponibili come
potenziali farmaci era limitato dalla necessita di ricorrere
a tecniche di estrazione da sorgenti di origine naturale.
I modelli animali utilizzati sino agli anni Sessanta del
Novecento erano costituiti quasi totalmente da patolo-
gie indotte da agenti fisici, chimici o biologici e in un
piccolo numero di patologie animali spontanee. Scopo
primario del modello animale era quello di evidenziare
un effetto favorevole (di natura fisiologica e/o istologica)
sulla patologia indotta. Nei decenni successivi furono
introdotte tecniche che consentivano di generare animali
transgenici (animali in cui venivano introdotti uno o piu
geni eterologhi) dotati di caratteristiche tali da renderli
utilizzabili, nel versante della ricerca, come perfetti mo-
delli sperimentali di patologie specifiche o, nel versante
della produzione, come fornitori naturali della proteina
codificata dal gene inserito.

Negli ultimi tre decenni del Novecento lI'approccio far-
macologico diretto in vivo, grazie alle conoscenze relative
agli enzimi e ai recettori immagazzinate attraverso sistemi
informatici, iniziava a trasformarsi in un approccio che
utilizzava metodologie in vitro, rese ancora piu veloci e po-
tenti attraverso sistemi di elaborazione informatica dei dati.

L'ingegneria genetica: dal DNA ricombinante
al Progetto Genoma Umano

La scoperta della struttura a doppia elica del DNA effet-
tuata nel 1953 daJames D. Watson e Francis H. C. Crick,
vincitori del premio Nobel nel 1962, diede inizio a un
processo di conoscenze che, in breve tempo, consenti di

Breve storia della farmacologia Capitolo 2

comprendere i meccanismi biochimici e molecolari che
erano alla base del funzionamento del codice genetico
degli organismi viventi. Nel giro di pochi decenni la
biologia molecolare ¢ divenuta il principale elemento di
un rivoluzionario cambiamento della medicina e della
farmacologia.

Negli anni Sessanta, mentre si completava il quadro di
conoscenze empiriche sul codice genetico, s’inizio a im-
maginare la possibilita di utilizzare alcuni meccanismi
biochimici che consentivano ai batteri di riparare errori
di replicazione o di salvaguardare la specie-specificita del
materiale ereditario, per costruire artificialmente sistemi
in grado di “manipolare” lI'informazione genetica. Ven-
nero cosi messe a punto e commercializzate procedure
operative di ingegneria genetica per ricombinare i geni,
replicarli mediante clonazione e caratterizzarli sulla base
della sequenza specifica delle basi nucleotidiche. Limpie-
go delle tecniche di “DNA ricombinante” (1973) apriva
in ambito farmacologico prospettive nuove e interessanti,
quale la possibilita di produrre molecole complesse come
le proteine, la cui sintesi & nella maggior parte dei casi
impraticabile per via chimica. Sino ad allora i farmaci in
commercio era costituiti, oltre che da molecole derivate
da sintesi chimica (che ancora oggi rappresentano la
maggior parte dei composti farmaceutici), da prodotti di
origine naturale contenenti molecole molto complesse
- tra le quali appunto le proteine - ottenute per estra-
zione da organi, tessuti o liquidi biologici animali (come
I'insulina, da tessuti di maiale) o umani (come I'ormone
della crescita, dall’ipofisi di cadaveri o le gonadotropine,
dalle urine di donne gravide o in menopausa).

In ambito farmacologico questa nuova “tecnologia
biologica” o biotecnologia era destinata a provocare una
“rivoluzione” simile a quella innescata a meta Ottocento
dalla nascita dei farmaci di sintesi. Dal punto di vista
epistemologico le biotecnologie provocarono un analogo
terremoto anche in campo medico. La scoperta e il rico-
noscimento delle alterazioni genetiche all’origine delle
manifestazioni patologiche, oltre a chiarire i meccanismi
eziopatogenetici di molte affezioni morbose, apriva la
strada a una nuova affascinante possibilita: guarire una
malattia introducendo nell’organismo geni in grado di
curare le cellule portatrici di geni difettosi, realizzando
cosi una precisa e mirata terapia genica.

Sotto la spinta di queste potenzialita terapeutiche che
esigevano come presupposto per il successo la precisa
conoscenza analitica del corredo cromosomico umano
con il suo patrimonio genetico, nel 1990 prese avvio
un’impresa internazionale mirante a sequenziare l'intero
genoma. Il Progetto Genoma Umano ha mobilitato migliaia
di scienziati e di laboratori di ricerca pubblici e privati in
tutto il mondo che nel 2001 sono giunti alla sua quasi
completa decodificazione.

La decifrazione del genoma umano ha fornito indicazioni
biologiche di non univoca interpretazione, ma ha aperto
la strada ad applicazioni farmacologiche straordinarie.
La conoscenza di ogni singolo gene permette in teoria
di identificarne la proteina prodotta, anche se é vero-
simile che l'assunto “un gene = una proteina” non sia
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del tutto veritiero, poiché e probabile che, a seguito di
eventi post-translazionali, dalla proteina codificata da
un singolo gene se ne possano generare altre. Tuttavia
sulla scorta di queste conoscenze & possibile valutare
la funzionalita della singola proteina prodotta dal gene
e, una volta definita, decidere quale sia il suo migliore
utilizzo farmacologico: come target per piccole molecole,
come target di un anticorpo specifico o come agente
terapeutico di per sé.

Chimica combinatoriale e bioinformatica

Grandi cambiamenti hanno interessato le modalita di
ricerca, progettazione, analisi e produzione dei farmaci.
Solitamente il farmacologo per ricercare nuove sostanze
medicinali analizzava prodotti naturali oppure realiz-
zava sintesi razionali di composti in grado di legarsi
con il target biologico prescelto, modificandone poi in
laboratorio la struttura chimica per renderli piu affini
ai recettori sui quali dovevano agire o migliorarne la
risposta terapeutica.

Questo approccio tradizionale é stato prima integrato e
poi sostituito con le tecniche di modellistica molecolare
informatica: grazie all'uso di computer e di programmi
mirati, oggi un farmaco, prima di essere materialmen-
te prodotto, viene progettato e studiato virtualmente
(Computer Drug Modeling o Computer-Aided Drug Design).
Questa modalita di lavoro consente di ottimizzare la
struttura di composti atti a interagire con bersagli sele-
zionati e di eliminare gia nelle fasi iniziali dello studio
qguelle molecole candidate farmaco (lead compound) che,
utilizzando un approccio tradizionale, rischierebbero di
essere scartate per problemi di assorbimento, di distri-
buzione, di metabolismo, di escrezione o di tossicita solo
in fasi gia avanzate della ricerca e della sperimentazione,
con ampio spreco temporale e grave danno economico
(Figura 2.7).

Gli approcci informatici rappresentano un promettente
mezzo che, partendo da dati biologici e fisico-chimici,
consente di realizzare I’ottimizzazione strutturale di com-
posti atti a interagire con bersagli selezionati. Nello stesso
modo gli algoritmi dell’assorbimento, della distribuzione,
del metabolismo, dell’escrezione e della tossicita (ADMET
bioactivity) potrebbero servire a eliminare prima molecole
candidate problematiche. Un tale screening di “composti
virtuali” ¢ probabilmente piu veloce ed economico dei
tradizionali metodi chimici “umidi” un vantaggio per
un’industria come quella farmaceutica che soffre dell’au-
mento dei costi di sviluppo.

Negli ultimi vent’anni lI'avvento della chimica combina-
toriale ha rappresentato un’ulteriore importante svolta
nel modo di far ricerca farmacologica nei laboratori
dell’'universita e deH'industria. Costruendo collezioni
di numerosi prodotti (biblioteca o libraiy) con un alto
numero di varianti della struttura fondamentale testan-
done poi sistematicamente lattivita biologica diventa
possibile aumentare moltissimo la probabilita di scoprire
molecole attive nei confronti del target desiderato. Cio e
reso possibile grazie all'uso di metodi di screening rapido
automatizzato (High Throughput Screening o HTPS) che
si avvalgono di sistemi di elaborazione informatica e di
tecniche robotiche. 1composti che si mostrano dotati di
attivita biologica vengono poi ulteriormente e pit a fondo
studiati, mentre tutti gli altri sono scartati.

Questo nuovo approccio della ricerca ha fatto nascere vere
e proprie industrie specializzate nella produzione di vasti
archivi di molecole ottenute con la chimica combinatoriale,
come la Pharmacopeia (1993) e I'’Affymax (1994).
Ricerca virtuale dei farmaci e screening rapido auto-
matizzato di prodotti realizzati con la chimica combi-
natoriale sono le nuove frontiere della bioinformatica
chimica, la scienza che insieme alla bioingegneria genetica
rappresenta la strada della ricerca farmacologica futura
(Figura 2.8).

Figura 2.7 Scoperta virtuale dei farmaci. (Da: Gershell e Atkins, 2003, modificata)



| farmaci biotecnologici e le prospettive
della farmacologia

Nel 1982 l'approvazione e la registrazione negli USA
dell'insulina umana prodotta con la tecnica del DNA
ricombinante dalla Genetech, capostipite delle indu-
strie biotecnologiche - biotech companies - e destinata
a diventare il principale esempio del nuovo modello di
sviluppo economico-industriale in campo farmaceutico,
segnava l'inizio “ufficiale” della produzione dei farmaci
biotecnologici.

La storia farmacologica di questa nuova “era biotecno-
logica” mostra tappe significative. Tra I'inizio degli anni
Ottanta e la fine degli anni Novanta lo sforzo e stato
indirizzato a rimpiazzare le proteine naturali impiegate
in terapia con proteine ottenute da cellule geneticamente
manipolate. Linsulina naturale, ricavata dal pancreas
del maiale, era rimpiazzata da insulina umana ottenuta
trasferendo in batteri lo specifico gene. Le gonadotropi-
ne, estratte da urine di donne gravide O in menopausa,
venivano sostituite con proteine ricombinanti ottenute da
cellule di ovaio di roditore ricombinate con i geni umani
degli ormoni proteici. Interferone ricombinante era usato
in luogo di quello estratto da fibroblasti.

Grazie all'ingegneria genetica venivano cosi prodotti nume-
rosifannaci biologici come insulina, ormone della crescita,
eritropoietina, fattore VIl della coagulazione, gonadotropi-
ne, inibitori del plasminogeno, interleuchina-2, interferone
alfa e beta, “farmaci antisenso” (antisense dmgs).
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Dagli anni Novanta a oggi la potenzialita offerta dalla
conoscenza del genoma umano di identificare nuove
proteine di interesse farmacologico ha aumentato I'at-
tenzione dei farmacologi e dei ricercatori per le proteine
secrete (quelle che entrano in circolo, diverse da quelle
che costituiscono la struttura deH’organismo). Questo
fatto ha determinato un confronto tra nuove tecnologie
biologiche e tradizionali tecniche di ricerca chimica.
All'universo delle infinite strutture chimiche possibili si
e contrapposto l'universo delle proteine derivabili dalla
conoscenza della funzionalita dei geni.

Queste nuove opportunita tecnologiche e scientifiche
hanno aperto la porta al seducente mondo degli “omics”,
come lo definisce la letteratura scientifica intemazionale.
Lidentificazione e la classificazione del comparto genetico
(genomics) e del comparto proteico (proteomics) consentono
di sviluppare programmi di ricerca particolari. Scoprire ge-
ni di potenziale interesse terapeutico ¢ stato reso possibile
dall'uso informatizzato di particolari microchip biologici
(come quelli messi a punto daHAffimetrics, industria pio-
niere in ambito genomico). Altri studi sono finalizzati a
individuare le proteine normali di un tessuto sano e quelle
anomale di un tessuto patologico. Queste ultime, associate
a determinate patologie, possono essere studiate per di-
ventare possibili marcatori diagnostici o agenti terapeutici.
La genomica e la proteomica hanno ribaltato il paradigma
della ricerca farmacologica, ~approccio tradizionale che
portava dalla patologia al target, dal target allo screening
e dallo screening alla molecola, si & capovolto: oggi si

Figura 2.8 Le principali linee di ricerca di un nuovo farmaco. (Da: Fumero S, 2003, modificata)
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Figura 2.9

passa dal gene alla proteina, dalla proteina allo screening
della sua funzione e dalla funzione al candidato farmaco
(Figura 2.9).

La farmacopea del futuro vedra, accanto alla terapia ge-
nica, I'impiego crescente dei farmaci biotecnologici come
gli anticorpi monoclonali (la cui tecnica di produzione
venne messa a punta nel 1975 da Georges J. Kohler e
César Milstein, vincitori del premio Nobel nel 1984) assai
attivi contro alcune neoplasie e i nuovi vaccini.

Anche lo studio della risposta clinica ai farmaci ha potuto
avvalersi degli studi informatici e genetici. Le tecniche
di dmg delivery hanno subito importanti innovazioni
tecnologiche. Accanto alle tradizionali compresse, alle
capsule, alle supposte, alle iniezioni intramuscolari o
alle infusioni venose i farmaci vengono ora somministrati
con sistemi piu sofisticati: spray nasali, cerotti transder-
mici, capsule, formulazioni liofilizzate orali, compresse
a rilascio ritardato (attraverso dispositivi osmotici) o
controllato (come la “pegilazione” - combinazione della
sostanza farmacologica con polietilen glicole - o l'uso di
liposomi come veicolanti). Cid consente un’assunzione
piu precisa e costante del principio attivo, come gli studi
difarmacocinetica hanno evidenziato, al fine di ottenere
il miglior risultato terapeutico possibile.

La farmacologia del terzo millennio

Il mondo degli "omics" e le nuove regole
dell'industria farmaceutica

In questi ultimi anni lo studio delle variazioni genetiche
individuali ha consentito di comprendere meglio i fattori
che possono influenzare la risposta di ogni singolo pa-
ziente ai farmaci. Gli studi di genomica e di proteomica (il
cosiddetto mondo degli “omics”) hanno aperto orizzonti
di conoscenza strabilianti. Oggi la farmacogenomica si
propone I'ambiziosa prospettiva di poter predire (grazie
a tecnologie basate su microchips che consentono rapide
indagini molecolari su specifici genotipi) la risposta
individuale di un paziente a un farmaco, in modo da
valutarne I’'eventuale resistenza o l'insorgenza di effetti
collaterali significativi, arrivando a ipotizzare I'impiego
di un farmaco “su misura” per quel particolare soggetto.
Questa nuova farmacologia ha cambiato e sta tuttora

Il nuovo paradigma della ricerca farmacologica nell'era biotecnologica. (Da Fumero S, 2003, modificata)

cambiando anche le regole dell'industria farmaceutica e
del suo mercato.

Nell’arco di ventanni gli investimenti che un’industria
deve affrontare per sviluppare un nuovo farmaco sono
passati da 80 a 800 milioni di dollari, mentre il tempo
che si deve attendere prima che una nuovo prodotto
venga messo in commercio é slittato da 10 a quasi 15
anni. Questa e stata forse la principale ragione che, negli
ultimi quindici anni, da un lato ha provocato la scomparsa
- per assorbimento da parte di altre o per mancanza di
competitivita - di molte industrie del settore e dall’altro
ha favorito la fusione fra aziende (merger) che ha generato
veri e propri giganti farmaceutici i quali, anche se in pic-
colo numero, sono in grado di controllare e condizionare
ricerca e mercato a livello mondiale (big pharma). Dalla
fusione di industrie che gia in precedenza si erano accor-
pate sono cosi nate, solo per citarne alcune, Novartis da
Ciba-Geigy e Sandoz, Aventis da Hoechst e Roussel-Rhone
Poulenc-Rorer, Gsk da Glaxo Wellcome e SmithKline.
Accanto a queste enormi maxindustrie, lo sviluppo del
fenomeno biotecnologico ha favorito la creazione e la
proliferazione, soprattutto inizialmente negli Stati Uniti,
sede di origine del fenomeno, poi anche in Europa, di
migliaia (circa 200 in Italia) di laboratori di ricerca di pic-
cole dimensioni o di minuscole aziende basate su pochi
progetti promettenti dal punto di vista biofarmacologico
in grado di attrarre capitali privati per consentirne la re-
alizzazione (biotech companies). Sono aziende che hanno
preso origine separandosi da un’industria pitu grande
0 dall'universita (spin-off), oppure societa fondate da
un gruppo di ricercatori-imprenditori per elaborare un
progetto nuovo (start-up).

1nuovi farmaci nasceranno quindi sia nei vasti laboratori
nati dalla concentrazione delle medie e grandi industrie
farmaceutiche tradizionali, sia nei piu esigui studi delle
piccole e dinamiche aziende biotecnologiche che hanno
beneficiato del successo del loro progetto e del fallimento
delle concorrenti in un mercato che non ammette errori.

Nanotecnologie e farmaci molecolari

La manipolazione della materia a livello molecolare e
atomico (cioe con una scala dimensionale inferiore al
micrometro, vale a dire tra 1 e 100 nanometri) & lam-
bito nel quale operano le jnanotecnologie. In questo



nanomondo non esistono piu confini fra chimica, fisica,
ingegneria, matematica e biologia. Lambito di investi-
gazione di questa nuova scienza non puod che essere
multidisciplinare. Le proprieta che la materia assume a
dimensioni nanometriche rendono complesse la costru-
zione e la sperimentazione di nanodispositivi, che pero
possono fornire prestazioni straordinarie. Lapplicazione
medica di queste particolari tecnologie ha dato vita alla
nanomedicina: un settore innovativo destinato ad avere
un impatto rivoluzionario in ambito diagnostico e tera-
peutico. In particolare di quest'ultimo settore si occupa la
nanofarmacologia, che utilizza nanoparticelle (vettori) per
realizzare nanofarmaci dotati di caratteristiche farmacoci-
netiche e di potenzialita farmacoterapeutiche impossibili
per farmaci di grandezza superiore al micrometro.
Questi nanofarmaci sono in grado di agire su bersagli
molecolari in modo esclusivo e selettivo (come avviene
ad esempio nella farmacologia del’lRNA) e di esplicare
proprieta farmacologiche peculiari: come la possibilita di
inglobare un’elevata quantita di farmaco, che & possibile
veicolare direttamente sul tessuto malato e nelle cellule pa-
tologiche (ad esempio nei tumori), e di consentire, grazie
alla maggiore solubilita, una piu prolungata esposizione
al farmaco; oppure la possibilita di rilasciare contempo-
raneamente piu farmaci, contenuti nella stessa nanopar-
ticella, grazie a farmacocinetiche differenti e appropriate;
o ancora la possibilita, utilizzando questi nanovettori,
di far attraversare senza difficolta ai farmaci la barriera
ematoencefalica, la membrana cellulare e il citoplasma,
in modo da raggiungere facilmente i target terapeutici.
Diverse metodiche (impiego di liposomi convenzionali o
stabilizzati - pegilati con microsfere o nanoparticelle -,
uso di polimeri o dendrimeri - molecole con numerosi
“uncini” che ne permettono lI'ancoraggio alle cellule -,
microdispositivi con microchip - MEMS -) sono utiliz-
zate per modificare la biodisponibilita dei farmaci nano-
mediati in modo da modulare la risposta terapeutica in
funzione dei risultati che si vogliono ottenere.

Un’altra importante caratteristica dei nanofarmaci e rap-
presentata dalla triggered response (letteralmente “risposta
comandata”), cioe dal fatto che essi possano iniziare ad
agire solo in risposta a uno specifico segnale attivatore
(come ad esempio I'influsso di un campo magnetico) che
consenta alle nanoparticelle di rilasciare localmente il
farmaco quando esse hanno raggiunto il proprio bersaglio
dentro I'organismo del malato.

Le nanotecnologie rappresentano dunqgue, in ambito me-
dico e farmacologico, la via privilegiata per dare corpo a
quella medicina personalizzata alla quale aspira la sanita del
nuovo millennio e per realizzare quella farmacologia indi-
vidualizzata a cui tende I'approccio terapeutico del futuro.

Breve storia della farmacologia Capitolo i

La farmacologia di genere:
farmaci maschili e femminili

La constatazione che uomini e donne si ammalano in
maniera diversa, cioe che la biologia maschile e quella
femminile (non limitata ovviamente sole alle differenze
degli organi genitali) influenzano in modo differente lo
stato di salute, il decorso delle malattie e la risposta alle
cure, ha fatto nascere, una quindicina d’anni fa, la medi-
cina di genere. E una disciplina che studia I'influenza del
sesso sulle malattie con l'obiettivo di arrivare a formulare
terapie piu appropriate e personalizzate. Sulla scorta di
gueste indagini si e sviluppata anche unafarmacologia di
genere, per studiare se e come le risposte ai trattamenti
farmacologici sono diverse tra uomo e donna, tenendo in
considerazione le variazioni fisiologiche che avvengono
nella donna in funzione della ciclicita della vita riprodut-
tiva, dell’eta e dell'uso di associazioni estro-progestiniche.
Si arrivera forse in tal modo a realizzare appositi farmaci
maschili e femminili anche per una stessa patologia, in
modo da fornire a ciascun genere una terapia mirata,
specifica e parimenti efficace.

In effetti, sino a pochi anni fa, la maggior parte delle
patologie e delle relative terapie erano studiate quasi
esclusivamente per e nell’'uomo. Anche le sperimentazio-
ni cliniche sugli effetti di un nuovo farmaco sono state
condotte quasi esclusivamente su maschi giovani, meno
su soggetti femminili (per motivi di sicurezza legati so-
prattutto alle possibili gravidanze) con errori o comunque
incompletezza di valutazione. Il problema diventa ancora
piu complesso se, oltre al genere, si tiene conto dell’eta,
altro elemento di non poco conto nella sperimentazione
farmacologica e clinica, poiché normalmente bambini
e anziani - pur avendo una risposta biologico-clinica
differente dalle persone adulte di media eta - non hanno
farmaci appositamente studiati e testati per loro.
Diventa dunque indispensabile ipotizzare unafarmacolo-
gia di eta in grado di trovare bioindicatori specifici nella
varie fasi della vita, modelli sperimentali piu appropriati
per la ricerca preclinica e gruppi piu omogenei nella
ricerca clinica che tengano conto delle differenze di eta
oltre che di genere. Farmaci genere-specifici e farmaci
eta-correlati sono ulteriori tappe di quellafarmacologia
personalizzata che rappresenta la nuova frontiera della
ricerca farmacologica del terzo millennio.

La brevissima storia dei farmaci qui riportata fa da cor-
nice ai capitoli di questo libro che riportano le maggiori
conquiste farmacologiche ottenute negli ultimi anni e
danno le linee di ricerca clinica e sperimentale verso le
quali si muove la farmacologia del futuro.
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| farmaci che si utilizzano oggi per curare le malattie sono prodotti efficaci e il cui
profilo, in linea di massima, e supportato dai dati della ricerca scientifica.

Per molti secoli la medicina non ha avuto a disposizione sostanze in grado

di incidere realmente sul decorso di una patologia, modificandone la storia
clinica naturale sino ad arrivare alla guarigione del malato, oppure riducendo o
eliminandone i sintomi in quei casi in cui la terapia non poteva essere risolutiva.

Solo poco piu di un secolo fa la farmacologia & entrata realmente nella sua fase
moderna di sviluppo e ha iniziato a produrre farmaci chimici validi.

Lo sviluppo di un farmaco € un'impresa complessa che dipende molto dal progresso
di diverse discipline anche distanti dalla farmacologia.
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Ricerca preclinica

e sviluppo di nuovi farmaci

Ennio Ongini

Obiettivi formativi

Comprendere il percorso scientifico e tecnologico che ha guidato la scoperta e lo sviluppo dei farmaci
attualmente in uso e che permettera di identificare nuovi farmaci efficaci e sicuri

Acquisire le nozioni di base sulla ricerca farmaceutica, i fattori che determinano la scelta di un progetto
e dell'area terapeutica, I'importanza delle conoscenze sui meccanismi molecolari delle malattie, il
contributo delle nuove tecnologie, la necessita di un approccio multidisciplinare

Acquisire conoscenze sul percorso di ricerca e sviluppo dei farmaci di origine chimica e dei farmaci biologici

Comprendere le tappe piu critiche nell'identificazione di composti biologicamente attivi, gli ostacoli da
superare, l'importanza dei brevetti, della farmacocinetica, dello sviluppo preclinico (la formulazione, i

saggi di tossicologia)

I farmaci hanno modificato in maniera radicale I'impatto
di numerose malattie sui pazienti: una vera rivoluzione.
Gli ultimi 60 anni sono sicuramente i piu significativi.
Sono stati migliorati farmaci scoperti in precedenza (ad
esempio, antibiotici e analgesici) e sono emerse nuove
classi di farmaci. Basti pensare agli psicofarmaci, i farmaci
per l'ipertensione, per l'ulcera o per ridurre i livelli di
colesterolo, gli immunosoppressori, gli antitumorali per
citarne alcuni. Accanto ai rimedi ottenuti per estrazione
da fonti naturali oppure grazie alla chimica farmaceuti-
ca, negli ultimi 30 anni sono stati sviluppati i cosiddetti
farmaci “biologici”: proteine terapeutiche, anticorpi
monoclonali. Ulteriori innovazioni sono all’orizzonte.

La scoperta di nuovi farmaci € conseguenza sia del grande
progresso tecnologico e scientifico, sia degli enormi in-
vestimenti in ricerca dell'industria farmaceutica (vedi CD:
Approfondimento 3.1. Il contributo significativo dei piccoli
gruppi di ricerca (start-up e spin-off). Lidentificazione e il
successivo sviluppo di nuove molecole richiedono ingenti
risorse (sia come numero di ricercatori che in termini di
disponibilita finanziaria che consenta apparecchiature/
tecnologie all'avanguardia) e tempi lunghi, da 10 a 15
anni. Il rischio di fallimento e elevato: puo emergere, dopo
anni di impegno, che l'attivita farmacologica non soddisfi
le aspettative e gli effetti collaterali non siano accettabili;
ma si puo anche arrivare troppo tardi perché altri gruppi
di ricerca hanno nel frattempo identificato molecole mi-
gliori. Il “cimitero” dei farmaci € enorme: qui giacciono
le cosiddette molecole “sommerse”, magari molto efficaci

nei modelli di malattia, ma aventi biodisponibilita che li
rendono inutilizzabili; altri abbandonati per I'emergere di
problemi tossicologici, per la disponibilita di farmaci con
migliori caratteristiche o per cambi di strategie o difficolta,
soprattutto finanziarie, della stessa industria farmaceutica.

Innovazione tecnologjica e
conoscenze scientifiche nella ricerca
farmaceutica moderna

Con larapida crescita delle scoperte scientifiche e delle tec-
nologie disponibili sono avvenute profonde modifiche nel
modo di fare ricerca (Figura 3.1). Si possono identificare
alcune tappe importanti di questo percorso, coincidenti
con alcune pietre miliari nelle acquisizioni di conoscenze
scientifiche biomediche. Gli anni 50 e 60 del secolo scorso
furono caratterizzati da uno sforzo intenso per identificare
principi attivi naturali, provenienti sia dal mondo animale
che da quello vegetale. Grazie alle sempre maggiori com-
petenze in chimica e alla disponibilita di apparecchiature
scientifiche sofisticate, i componenti dotati di attivita
biologica venivano isolati con tecniche di estrazione. Negli
anni a seguire, partendo dal principio attivo inteso come
prototipo, vennero sintetizzati numerosi composti derivati
la cui attivita biologica era valutata attraverso lo screening
nei modelli in vitro (ad esempio, organi isolati) o in vivo
(ad esempio, trattamento di animali da laboratorio), al fine
di selezionare molecole da avviare allo sviluppo. In pochi
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anni il nuovo farmaco si metteva a disposizione dei pa-
zienti (ad esempio, I'ansiolitico diazepam, Valium®, venne
approvato per l'uso dopo 4 anni dalla sintesi, avvenuta nel
1959). La tragedia del talidomide (un farmaco sedativo e
antinausea usato durante la gravidanza, che indusse gravi
effetti collaterali e responsabile di migliaia di casi di bam-
bini focomelici) negli anni 60 porto all’'adozione in molti
Paesi di normative restrittive per I'approvazione di nuovi
farmaci, modificandone in maniera sostanziale il percorso
di sviluppo. Gli studi di tossicologia divennero una fase
importante e critica, la farmacologia clinica crebbe di im-
portanza e di peso e si comincio a definire con maggiore
precisione il percorso necessario per la sperimentazione
di nuovi farmaci sulluomo (studio nei volontari, uso del
placebo, fasi ben distinte della ricerca clinica ecc.). Come
conseguenza di tali cambiamenti, i costi di ricerca e svi-
luppo cominciarono a crescere in modo significativo e i
tempi per arrivare all'approvazione di nuove molecole si
dilatarono notevolmente.

All'inizio degli armi 80 si verifico un altro passaggio fon-
damentale. Le tecnologie e le conoscenze rese disponibili
dalla biologia molecolare consentirono di elaborare nuove
ipotesi sui meccanismi alla base delle malattie e nuovi
obiettivi (target) biologici vennero identificati, a livello
molecolare, per la ricerca di farmaci. In parallelo, proteine
umane di interesse farmacologico (ad esempio, insulina,
interferone-a, ormone della crescita) furono prodotte in
grande quantita usando le tecniche del DNA ricombinante
e introducendo geni specifici in microrganismi semplici
quali I’Escherichia coli: un grande successo rispetto alla pos-
sibilita di ottenere proteine animali con tecniche estrattive
(ad esempio, insulina di maiale). Grazie alle biotecnologie
divenne cosi possibile inserire frammenti di DNA umano
in organismi produttori (Escherichia coli, lievito, linee cel-
lulari di mammifero) e ottenere il composto di interesse
in grandi quantita ed elevata purezza. Nello stesso periodo
iniziarono le ricerche sull’'uso di anticorpi monoclonali in
terapia: una strada innovativa che ha poi avuto un riscontro
terapeutico sempre crescente.

wy M |
cambiamenti nel percorso di ricerca di nuovi farmaci.

Negli anni 90 avvennero altri profondi cambiamenti che
portarono a quelle competenze e tecnologie disponibili og-
gi nei laboratori piu avanzati. Innanzitutto ci fu la ricaduta
del “Progetto Genoma”, un programma intemazionale che
porto al sequenziamento non solo del genoma umano ma
anche di organismi piu semplici, dai microrganismi pro-
carioti (ad esempio, Bacillus subtilis, Haemophilus influen-
zae) a eucarioti quali i lieviti (ad esempio, Saccharomyces
cerevisiae), fino al nematode Caenorhabditis elegans e al
topo di laboratorio. Lindustria farmaceutica si organizzo
rapidamente per avere accesso e utilizzare le sequenze
geniche sia tramite collaborazioni con centri di ricerca
esterni sia tramite formazione dei ricercatori alintemo dei
propri laboratori. Si inizid a parlare di “genomica medica”,
una nuova disciplina per identificare strumenti diagnostici
innovativi e scoprire nuovi farmaci (vedi Capitolo 19).
Dalle conoscenze di genetica nacquero anche altri approcci
terapeutici su cui si & investito parecchio. Fra questi merita
attenzione la terapia genica, sia per gli investimenti che per
le aspettative che ha generato (vedi Capitolo 54).
Assieme alla genetica entrarono nei laboratori, in maniera
rapida, altre competenze quali la “bioinformatica”. Esperti
in computer in grado di gestire le banche dati di genetica,
confrontare le sequenze, trovare omologie, i bioinforma-
tici danno un contributo determinante per I'applicazione
delle conoscenze che emergono in questo settore in rapida
evoluzione. Il confronto fra DNA e proteine umane e di
altri organismi, quali batteri o funghi, nei tessuti sani e in
situazioni patologiche ha consentito cosi di identificare
numerosi meccanismi su cui investire nuove strategie di
ricerca. Cosi, il numero dei target biologici di interesse
per la ricerca di nuovi farmaci € aumentato in maniera
significativa.

I rapidi progressi dell'informatica e la disponibilita di
computer sempre pit potenti hanno fornito un supporto
notevole per i ricercatori, dall’identificazione del target
biologico fino alla selezione dei composti attivi. Una tec-
nologia che si e diffusa rapidamente nei laboratori di tutto
il mondo negli anni 90 é stata i’High-Throughput Screening

Con la rapida crescita delle conoscenze scientifiche e la disponibilita di tecnologie innovative sono avvenuti continui profondi



(HTS). Si tratta di sistemi altamente automatizzati che
consentono di valutare rapidamente migliaia di composti
chimici in saggi biologici utilizzando diversi metodi di ri-
levazione (ad esempio, fluorescenza, luminescenza). Soloi
composti che mostrano un’attivita al sistema di rilevazione
sono ulteriormente considerati nella fase di drug discoveiy
mentre gli altri vengono abbandonati (vedi CD: Approfon-
dimento 3.2. High-Thwughput Screening).

In parallelo sono stati sviluppati metodi per sintetizzare
numerosi composti chimici (ad esempio, chimica combina-
toriale). Con questo percorso ad alta tecnologia, che valuta
un elevato numero di composti chimici, ¢ fondamentale
definire la validita dei target biologici, cioe accertarsi che
si stia effettivamente valutando un passaggio critico del
processo patologico su cui si vuole intervenire.
Nell’'ultimo decennio, tuttavia, nonostante gli enormi inve-
stimenti in termini di innovazione tecnologica e di risorse
finanziarie, non si & osservato un incremento rispetto al
passato nel numero di nuovi farmaci che ogni anno rag-
giungono il mercato. | dati riguardanti le approvazioni da
parte di FDA (Food and DmgAministration, autorita regola-
toria USA deputata ad autorizzare la messa in commercio
dei nuovi farmaci) sono chiari: i nuovi farmaci oscillano
trai 25-30 all’anno nonostante la continua crescita degli
investimenti in ricerca e sviluppo (Figura 3.2). Il risultato
deludente ha stimolato di recente approcci pit completi e
integrati. Cosi, anziché focalizzarsi solo su un target biolo-
gico isolato dal contesto (ad esempio il recettore o I'enzima)
si studia il processo patologico nella sua complessita valu-
tando gli effetti sulla cellula e sui tessuti. Con I'obiettivo di
poter intervenire sui processi responsabili della malattia,
I’'HTS é stato modificato per studiare direttamente la cel-
lula completa e non solo un passaggio biochimico isolato
mentre l'analisi dellimmagine sempre piu sofisticata e
sensibile, consente di misurare alcuni segnali intracellulari.
E in questo contesto multidisciplinare che oggi si stanno
accumulando competenze sempre maggiori sui complessi
meccanismi molecolari alla base delle malattie e grazie a
tali informazioni si stanno progettando e attuando ricerche
molto mirate per individuare i farmaci del futuro.

Numero .
di nuovi farmaci

Ricerca preclinica e sviluppo di nuovi farmaci Capitolo 3

Strategie di ricerca

Fawio di un programma di ricerca finalizzato alla sco-
perta di un nuovo farmaco & sempre un avvenimento
importante. Si tratta di un primo traguardo, risultato
di varie ipotesi di lavoro e di proposte emerse a seguito
dell’analisi di diversi fattori: il bisogno terapeutico (me-
dicai need), le capacita disponibili all'interno del gruppo
di ricerca, lo stato dell’arte delle conoscenze, un attento
studio dell’evoluzione delle malattie e un’indagine su
guanto sta avvenendo in altri laboratori del mondo, inclu-
so I'impegno di gruppi farmaceutici concorrenti (Figura
3.3). Allo stesso modo & una scommessa: sul programma
di ricerca selezionato si concentreranno per qualche anno
gli sforzi di numerosi ricercatori che con dedizione e
professionalita cercheranno di tradurre I'ipotesi iniziale in
molecole in grado di modificare il processo patologico nei
modelli sperimentali piu rappresentativi della malattia.
In tutti i programmi di ricerca accade che a momenti di
entusiasmo si alternino periodi di frustrazione ma, se si
verificano le condizioni giuste, sara possibile ottenere
una molecola da avviare allo sviluppo: un successo gia
rilevante anche se solo preliminare nel lungo percorso per
ottenere un nuovo farmaco (vedi CD: Approfondimento
3.3. Come nasce un progetto su un nuovofarmaco).

Vari fattori influenzano la scelta delle aree terapeutiche
su cui investire. Innanzitutto alcuni farmaci hanno rag-
giunto un buon livello sia in termini di efficacia che di
tollerabilita, disincentivando un ulteriore investimento in
ricerca in alcune aree terapeutiche. Gli antiperlipidemici,
come le statine, sono un esempio che illustra bene il
concetto. Si tratta di farmaci usati da milioni di pazienti,
efficaci e ben tollerati. |1 gruppi farmaceutici impegnati
in prima linea nella “lotta al colesterolo” e ai conseguenti
disturbi cardiovascolari non hanno interesse a migliorarli
ulteriormente: cosi hanno dirottato le risorse su altri
obiettivi. Altro caso e quello dei farmaci antinflammatori
(FANS) per il trattamento sintomatico dell’osteoartrosi.
E possibile migliorare il loro profilo, ma, qualora si riu-
scisse, il costo sarebbe elevato e con limitate probabilita

Spesa per la ricerca farmaceutica
(totale in miliardi di dollari)

Figura 3.2 Investimento in
miliardi di dollari nella ricerca
e sviluppo di nuovi farmaci. Il
grafico fa riferimento alle spese
complessive negli Stati Uniti.
Notare il notevole aumento del-
le spese negli ultimi 10 anni.
Nello stesso periodo il numero
di nuovi farmaci approvati dalla
FDA é rimasto stabile.
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di successo. A queste considerazioni va aggiunto che il
contesto regolatorio ¢ difficile, con politiche sempre piu
restrittive delle autorita europee e americane (EMA -
European Medicines Agency, autorita regolatoria europea
deputata ad autorizzare la messa in commercio dei nuovi
farmaci - e FDA). Per approvare nuovi farmaci, soprat-
tutto per patologie ad ampia diffusione, si richiedono
risultati assolutamente privi di ombre, ottenuti con studi
impegnativi, molto costosi, su un elevato numero di pa-
zienti trattati per periodi sempre piu lunghi. Il risultato
finale é che su patologie croniche, per le quali esistono
gia farmaci, parzialmente efficaci anche se migliorabili,
si tende a non investire piu.

La crescente diffusione dei farmaci cosidetti “generici” ha
avuto un impatto significativo su questo scenario. La sca-
denza della protezione brevettuale per numerosi farmaci
(fra cui antinfiammatori, antipertensivi, alcune statine,
antibiotici e numerosi altri) ha determinato la perdita del
“‘monopolio” da parte dei grandi gruppi farmaceutici, che
avevano investito ingenti risorse in ricerca e sviluppo,
aprendo il mercato a nuove societa che producono e distri-
buiscono farmaci “copia” (vedi CD: Approfondimento 3.4.
Il brevetto). Si tratta di un indubbio vantaggio economico
immediato per i pazienti che possono accedere al farma-
co a un costo ridotto che pero ha contraccolpi finanziari
pesanti sulla ricerca di ulteriori miglioramenti del profilo
farmacologico e di tollerabilita dei farmaci attuali.

| fattori sopra illustrati hanno determinato una situazio-
ne di profonda crisi per numerosi gruppi farmaceutici.
Gli investimenti in ricerca e sviluppo vengono conti-
nuamente rivisti e le societa farmaceutiche modificano
continuamente il loro assetto, vanno incontro a “fusioni”
per raggiungere economia di scala. In questo contesto
difficile &€ emersa tuttavia la tendenza interessante a
dirottare la ricerca su patologie piu complesse, ma
che richiedono un impegno finanziario minore e con
risultati teoricamente raggiungibili in tempi piu con-
tenuti. Aumentano cosi gli investimenti delle aziende
farmaceutiche su malattie gravi ma a bassa prevalenza,
malattie rare (le cosiddette orphan diseases), trascurate
fino al recente passato (vedi CD: Approfondimento 3.3.
Paragrafo: Numero di pazienti efarmaci orfani).

Necessita
terapeutica
Numer Stato delle
di zzieenﬁ conoscenze
P scientifiche
i Capacita
Valutazione NUOVO tecnico-
economica FARMACO scientifiche
disponibili
Competizione L
internazionale Probabilita
di successo

Fattore umano

Figura 3.3 La decisione di investire su un progetto di ricerca
dipende da numerosi fattori, scientifici, economici e strategici.

Il brevetto come motore di innovazione

Le-industrie farmaceutiche e biotecnologiche, una volta
individuate le molecole di interesse, investono ingenti
risorse per il loro sviluppo solo se hanno la garanzia
di essere proprietarie del prodotto finale, il farmaco. Si
richiede pertanto alle autorita competenti la copertura
brevettuale delle proprie invenzioni. In pratica si deposita
all'ufficio brevetti un documento che descrive i dettagli
dell'invenzione. Alcuni punti fondamentali per richiedere
e ottenere il brevetto sono:

la novita (invenzione non conosciuta in precedenza);

Iattivita inventiva (invenzione non derivabile in modo

ovvio dallo stato delle conoscenze);

la riproducibilita (dalla lettura del testo & possibile

riprodurre il contenuto dell’invenzione);

applicabilita industriale.

In generale, i brevetti incoraggiano la ricerca. Infatti,
proteggendo e rendendo pubbliche le invenzioni, essi
stimolano la competizione, favoriscono gli inventori e
rappresentano uno stimolo per sviluppare continuamente
soluzioni e prodotti nuovi. Pertanto i brevetti rivestono
un ruolo importante nel progresso continuo del settore
medico e farmaceutico.

| brevetti hanno una durata limitata: 20 anni dalla data
di deposito (con eventuale estensione di alcuni anni) .
Alla scadenza, il farmaco puo essere prodotto da altre
societa farmaceutiche (farmaci cosiddetti “generici” o
“biosimilari”) (vedi CD: Approfondimento 3.4).

Le fasi della ricerca

Nel percorso di identificazione (dntg discoveiy) di un
nuovo farmaco ci sono due fasi ben distinte: la ricerca e
lo sviluppo (Research & Development, R & D). Laricerca &
innovazione sostenuta da una forte competenza scientifica
e dal desiderio di raccogliere sfide e battere percorsi ine-
splorati: I'obiettivo e trovare nuove molecole definendone
gradualmente il profilo fino all’identificazione del lead
compound. Nuove idee nascono da risultati innovativi, di
frontiera, che sfruttano le tecnologie piu recenti e seguono
quindi un percorso poco prevedibile e non scontato. Cosi,
0ggi, nei laboratori si fa ricerca con approcci molto diversi
rispetto a quanto si faceva solo dieci anni fa (Figura 3.1).
Di seguito viene descritto il percorso di ricerca adottato
oggi da societa farmaceutiche e di biotecnologia. Da questi
approcci nasceranno i farmaci del futuro.

Awvio di un nuovo progetto
I e identificazione del lead compound

Il progetto nasce da un’analisi razionale, da ipotesi biolo-
giche sostenute dalla letteratura scientifica intemazionale,
oppure dai risultati di ricerche interne, ad esempio di
bioinformatica su geni e prodotti genici coinvolti in una
determinata malattia. Gli spunti per I'avvio di un progetto
sono numerosi. Importante é identificare un target, un
bersaglio biologico ben preciso, come un enzima o un
recettore considerati critici nei meccanismi molecolari



della patologia. Questo & un passaggio importante e
delicato nella ricerca: sbagliare target significa perdere
anni di impegno e investimento. Lipotesi necessita quindi
di essere sostenuta da varie prove: il target deve essere
chiaramente coinvolto nella genesi e nell'evoluzione
della patologia €, inoltre, l'intervento su di esso deve
modificare in maniera significativa i meccanismi della
malattia. Una volta individuato il bersaglio si procede
con la preparazione del saggio biologico pitt appropriato,
cellulare 0 biochimico, per avviare 'HTS. Da qui parte
Panalisi automatica di numerosi composti chimici. Ogni
gruppo farmaceutico esplora il proprio patrimonio di
molecole (da decine di migliaia a milioni), oppure uti-
lizza “chemoteche” di gruppi esterni con cui si stringono
accordi di collaborazione. Si aumenta cosl la probabilita
di trovare composti attivi, i cosiddetti hit. Questi sono il
punto di partenza, le strutture di base per un successivo
sforzo dei chimici farmaceutici e dei biologi il cui com-
pito & identificare il prototipo, il lead compound. Grazie
a strumenti e tecnologie sempre pitt avanzate, quali la
modellistica molecolare, si riesce in tempi brevi a identi-
ficare molecole che possiedono un profilo farmacologico
di interesse, confrontarle con altre strutture simili che si
possono reperire dalla documentazione scientifica o dal
proprio archivio, ed elaborare sintesi di nuove molecole,
con Vobiettivo di migliorarne le caratteristiche.

Unattenzione elevata viene dedicata, come in passato, ai
prodotti di origine naturale, soprattutto quelli derivanti
dal regno vegetale. Questi sono la fonte pit antica di far-
maci e sono tuttora di notevole interesse. Ad esempio ci
sono progetti per valutare campioni prelevati in foreste ca-
ratterizzate da elevata biodiversita come le foreste pluviali.
Anche i brodi di fermentazione di batteri sono esaminati
per la loro attivita biologica con i processi automatizzati
del’HTS. Lo stesso processo si puo seguire per valutare
altre fonti naturali, promettenti per la loro ricchezza ed
eterogeneita di strutture chimiche, quali i prodotti prove-
nienti dalla biologia marina come le alghe, i microrganismi
¢ gli animali invertebrati. Collezioni di materiale prelevati
dagli oceani, a vari livelli di profondita in zone tropicali,
sono una fonte molto ricca di nuovi composti chimici,
diversi da quelli provenienti da fonti terrestri. I prodotti,
una volta prelevati e tenuti in condizioni appropriate,
sono valutati per attivita biologica. Con queste ricerche
sono stati identificati composti innovativi, oggi in fase di
sviluppo, aventi attivita antitumorale o antinfiammatoria.
Questi programmi di screening sono molto impegnativi in
termini di tempo ed energia e lisolamento dei principi
attivi, nonostante le tecnologie avanzate, rimane un pro-
cesso laborioso. Tuttavia, le fonti naturali consentono di
scoprire composti dotati di strutture chimiche originali e
uniche, difficilmente progettabili altrimenti. Lelemento
chiave dei programmi di screening di sostanze naturali ¢ la
scelta dei campioni da analizzare e I'utilizzo di tecnologie
altamente automatizzate. Pitt alto ¢ il numero dei cam-
pioni e maggiore & la probabilita di successo.l traguardo
fondamentale, quindi, obiettivo comune dei ricercatori
protagonisti di un progetto di ricerca, & lidentificazione
di un lead compound, il composto guida. Solo con l'otte-
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nimento di un valido lead il programmé di ricerca potra
decollare (Figura 3.4).

% La chimica farmaceutica: dalPapproccio tradizionale
alla modellistica molecolare

1l chimico farmaceutico ha sempre avuto un ruolo chiave
nella progettazione di nuovi farmaci. Numerosi farmaci
oggi disponibili sono stati ottenuti con la “sintesi razio-
nale”, cioé partendo dalle conoscenze del target biologico
che si era identificato. Questo & particolarmente vero per
i farmaci progettati partendo dalla struttura del mediatore
naturale per un recettore o per un enzima. Vari agonisti e
antagonisti dei recettori per i sistemi delle catecolamine,
dell'istamina, dell’acetilcolina, oppure inibitori dell'enzima
di conversione del'angiotensina II o dell’acetilcolinesterasi,
per fare qualche esempio, sono stati ottenuti in questo mo-
do. In genere si mantiene l'azione agonista con molecole di
dimensione simile al ligando endogeno, mentre con gruppi
chimici pitt ingombranti si pud passare da un composto
agonista a uno antagonista. Un esempio interessante €
costituito dal percorso seguito da James Black (premio
Nobel per la Medicina e Fisologia nel 1988) nella scoper-
ta di antagonisti del recettore f-adrenergico prima, e del
recettore H, dell'istamina successivamente. Un percorso
che ha portato allidentificazione di due farmaci innovativi,
entrambi capostipiti di una nuova classe, il propranoclolo
e la cimetidina (vedi Bibliografia).

Questo approccio tradizionale & stato successivamente
integrato con la modellistica molecolare, grazie alla dispo-
nibilita di computer e programmi sempre pilt sofisticati
(ad esempio, Computer-Aided Drug Design, CADD). Le
informazioni disponibili sulla geometria delle molecole,
le possibili conformazioni e le proprieta chimico-fisiche
(energia, orbitali molecolari, densita elettronica ecc.)
rendono possibile fare previsioni circa linterazione fra
il farmaco e il sito di legame. Ci sono programmi di
modellistica molecolare che consentono di determinare
le caratteristiche tridimensionali di una serie di molecole
attive. Attraverso varie analisi si arriva a ipotizzare la
conformazione biologicamente attiva, ciog quella che in-
teragisce con il recettore o con il sito attivo dell'enzima. Si
stabilisce la relazione fra le proprieta chimico-fisiche della
molecola (ad esempio, Quantitative Structure-Activity Rela-
tionships, QSAR) oppure i campi molecolari (Comparative
Molecular Field Analysis, COMFA) e 'attivita farmacologica.
Un grande cambiamento ¢ avvenuto a partire da meta degli
anni 80 con lo sviluppo della chimica combinatoriale, un
approccio rivoluzionario, che ha avuto una rapida diffu-
sione. Lobiettivo & aumentare il numero di molecole di cui
valutare lattivita biologica, e quindi avere maggiori pro-
babilita di scoprire molecole attive. E diventato cosi pos-
sibile produrre anche milioni di molecole strutturalmente
correlate. Il principio di base della chimica combinatoriale
& costruire collezioni di numerosi prodotti contenenti un
alto numero di varianti della struttura fondamentale. Tidea
di fondo & partita dallo studio dei peptidi: & possibile
costruire “n” combinazioni di peptidi (parecchi milioni)
utilizzando i venti amminoacidi naturali e modificando
le loro associazioni. Con sistemi altamente automatizzati
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Identificazione
del target
biologico

Figura 3.4 Passaggi critici nel percorso di ricerca di nuovi farmaci. Il percorso e valido soprattutto per la ricerca di molecole a basso
peso molecolare con un contributo fondamentale della chimica di sintesi. La scoperta di "proteine terapeutiche"”, i vaccini, la terapia genica

e dli oligonucleotidi antisenso seguono un percorso differente.

e cosi possibile produrre migliaia di nuove combinazioni
al giorno. Lo stesso approccio € stato poi applicato per
la sintesi di composti organici a basso peso molecolare, i
piu interessanti per la chimica farmaceutica. Le collezioni
di composti vengono poi studiate con metodi di screening
rapido per far emergere eventuali combinazioni dotate di
attivita biologica. Solo in presenza di attivita farmacologica
si procedera alla separazione di molecole attive e alla iden-
tificazione della loro struttura (Figure 3.1 e 3.4).

La progettazione dei farmaci puo partire anche dalle cono-
scenze del sito di legame, quindi delle macromolecole, ad
esempio proteine. E questo un settore in rapida evoluzione
in quanto si muove in parallelo con la crescita delle cono-
scenze in biologia molecolare e I'identificazione continua
di proteine e delle loro funzioni. Inoltre, sono disponibili
potenti strumenti di analisi per la risoluzione di strutture
complesse (ad esempio, cristallografia a raggi X, spettrome-
tria a risonanza magnetica nucleare). In questo modo sono
state risolte le strutture di enzimi importanti (ad esempio,
proteasi dell’HIY siti attivi di isoforme del citocromo P450)
con le conseguenti ricadute sulla progettazione dei farmaci.
In pochi anni il numero di proteine, la cui struttura & de-
positata presso banche dati, & cresciuto rapidamente, dalle
poche centinaia negli anni 90 a oltre 60.000 nel 2010. Un
importante approccio per selezionare in maniera pit mirata
i nuovi composti & basato sullo “screening virtuale”; in altri
termini si usano modelli computazionali per individuare
le strutture chimiche piu appropriate (una ricerca tramite
computer, per questo denominata insilico). Cosi, nella scel-
ta dei composti da esaminare si considerano il target biolo-
gico con le sue principali caratteristiche chimico-fisiche, si
eliminano molecole con gruppi funzionali potenzialmente
tossici, si presta attenzione alle proprieta di base ritenute
critiche per ottenere un farmaco efficace (solubilita, peso

molecolare, lipofilia, possibilita di assorbimento e biodi-
sponibilita ecc). Inoltre, con potenti modelli informatici
si fa un confronto con strutture chimiche gia note per la
loro attivita farmacologica, si valutano le probabilita di
interazioni con isoforme del citocromo P450, la possibi-
lita di indurre effetti collaterali, ad esempio, mutagenesi.
Il risultato finale € la selezione di un numero elevato di
composti che offrono la piu alta probabilita di ottenere hit e
successivamente lead compound efficaci, molecole candidate
per essere avviate allo sviluppo.

Fannaci biologici

I farmaci ottenuti con la sintesi chimica hanno avuto, e
hanno tuttora, un ruolo primario in terapia. Tuttavia, alla
fine degli anni 70 con I’emergere delle nuove conoscenze
in biologia molecolare, con la disponibilita della tecno-
logia del DNA ricombinante e la scoperta degli anticorpi
monoclonali si sono poste le basi per la progettazione di
farmaci cosiddetti biotecnologici. Il risultato & che dopo
circa 30 anni sono disponibili oltre 200 farmaci altamente
innovativi e numerosi altri sono in fase di sviluppo o in
attesa di approvazione. Basti pensare all'insulina, agli in-
terferoni a e (3, all'interleuchina-2, all’eritropoietina, agli
stimolatori della crescita di colonie cellulari (G-CSF e GM-
CSF), all’attivatore del plasminogeno tessutale (alteplase
o tPA), agli inibitori della glicoproteina llb/Illa piastrinica
e ai numerosi anticorpi monoclonali (Tabella 3.1). Cosi,
se nel 2000 i farmaci di provenienza biotecnologica rap-
presentavano meno del 10% dei farmaci disponibili, dieci
anni dopo hanno conquistato un notevole spazio, con una
tendenza in continua crescita, soprattutto nel campo dei
tumori e delle malattie a base immunologica. E da rilevare
I'aumento del numero di anticorpi umani, un progresso
scientifico significativo rispetto agli anticorpi monoclonali



di origine murina o umanizzati sviluppati nel primo pe-
riodo (vedi cD: Approfondimento 3.5.1farmaci biotech).
I farmaci biotecnologici hanno tuttavia il grosso limite
di non essere somministrabili per via orale. La necessita
di trattamenti per via parenterale ne preclude la ma-
neggevolezza oltre che aumentarne i costi, riducendo
pesantemente lo sviluppo di tali farmaci in patologie ad
ampia diffusione.

Un ulteriore cambiamento & in corso con lintroduzione
dei cosiddetti “biosimilari”, farmaci biologici in versione
“generica” delle molecole originali. A differenza dei far-
maci di origine sintetica, in questo caso ci sono parecchie
complicazioni da superare. Ad esempio, € necessario che
la proteina “copia” (biosimilare appunto) mantenga le pro-
prieta terapeutiche e la sicurezza (ad esempio, mancanza
di immunogenicita) del farmaco di origine. Su questo
argomento le linee guida delle varie legislazioni sono in
rapida evoluzione (vedi cb: Approfondimento 3.6. | test
di tossicologia).

Come si seleziona un farmaco
I Il ruolo dei saggi in vitro e dei modelli sperimentali

Indipendentemente dalla provenienza, sia essa una colle-
zione di composti chimici o una serie di prodotti naturali,
un passaggio fondamentale é quello della selezione (scree-
ning) di molecole o di prodotti che possiedono proprieta
farmacologiche di interesse, cioe in grado di agire con
sufficiente potenza e secondo i modi stabiliti (ad esempio,
agonista o antagonista, inibitore ecc.) sul target che si
definito. In questa fase critica € importante la disponibilita
di un saggio biologico rapido, sensibile, riproducibile e
rilevante per la patologia che si sta studiando. Per com-
prendere meglio il processo si pud seguire uno dei percorsi
piu collaudati, quello della ricerca di molecole attive sui
recettori di membrana accoppiati alle proteine G (vedi
Capitolo 13). Innanzitutto si preparano linee cellulari che,
tramite transfezione del DNA appropriato, esprimono il
recettore. La scelta e sempre per il recettore umano: ci
sono state esperienze negative in passato con farmaci stu-
diati su recettori animali e poi scoperti essere poco attivi
nellluomo a causa di differenze recettoriali esistenti fra
specie diverse. Inoltre ¢ importante avere a disposizione
un marker, ad esempio, un ligando radioattivo che si lega
con elevata affinita al recettore. In mancanza del ligando
*si possono utilizzare marker che rilevino modificazione
di attivita funzionali a livello intracellulare sui segnali
attivati a seguito del legame fra la molecola e il recettore
(ad esempio, formazione di AMP ciclico, attivazione di
CREB, variazioni della concentrazione di Ca2+intracellu-
lare). Una volta preparato il saggio biologico, in questo
caso la linea cellulare con il recettore umano, e adattato
al sistema robotizzato dell’lHTS, si inizia il processo di
screening di migliaia di molecole. Un simile procedimento
viene usato anche per target biologici differenti, quali re-
cettori intracellulari, recettori legati a canali ionici, enzimi.
Cambia il segnale che viene rilevato; pud essere un segnale
intracellulare, l'attivazione di un gene reporter quale la
luciferasi, oppure modifiche del potenziale di membrana.
| composti dotati di potenza accettabile sono poi esami-

Ricerca preclinica e sviluppo di nuovi farmaci Capitolo 3
Esempi di farmaci biotecnologici
Prodotto Applicazione Anno
Proteine terapeutiche
Insulina Diabete tipo 1 1982
Somatotropina Deficit crescita 1984
Interferone a e B Antivirale, epatite C, 1986-1996
sclerosi multipla
Alteplase (tPA) Trombosi 1987
Eritropoietina Eritropoiesi 1988
Filgastrim (G-CSF) Leucopenia 1991
Fattore Vili e IX Emofilia 1993-1997
Reteplase Trombosi 1995
Follitropin a e B Infertilita femminile 1996
Etanercept Artrite reumatoide 1998
Anakinra Artrite reumatoide 2002
Glucosidase Malattia di Pompe 2006
Trombina Sanguinamento 2007
Liraglutide (GLP-1) Diabete tipo 2 2010
Anticorpi monoclonali terapeutici
Muromonab (OKT3) Trapianto Organi 1986
Abciximab Trombosi 1995
Dedizumab Trapianto organi 1997
Infliximab Morbo di Chron, 1998-2000
artrite reumatoide
Basiliximab Trapianto organi 1998
Palivizumab Malattie Infettive 1998
Rituximab Linfoma non-Hodgkin 1997
Trastuzumab Cancro del seno 1998
Gemtuzumab Leucemia mieloide acuta 2000
Alemtuzumab Leucemia linfocitaria cronica 2001
Adalimumab Artrite reumatoide 2002
Bevacizumab Cancro del retto 2004
Natalizumab Sclerosi multipla 2006
e morbo di Chron
Panitumumab Cancro del retto 2006
Ranibizumab Degenerazione maculare 2006
Golimumab Cancro del retto 2009
Ustekinumab Psoriasi 2009
Denosumab Osteoporosi 2010

nati per la loro selettivita, per escludere l'interazione con
una serie di altri recettori o enzimi. Lobiettivo finale ¢ la
possibilita di ottenere un composto potente e altamente
selettivo che agisca sul target biologico desiderato senza
interferire con altri sistemi. Con queste informazioni
disponibili continua l'interazione fra ricercatori, chimici
e biologi, per lI'individuazione di molecole potenti e se-
lettive. A questo punto & necessario disporre di modelli
sperimentali validi, cioé@ modelli che riproducano in vitro
e in vivo le caratteristiche della malattia su cui si vuole
intervenire. Ad esempio, nella ricerca di farmaci antitu-
morali si potra valutare l'attivita delle molecole su linee
tumorali in vitro, studiarne gli effetti sul ciclo cellulare,
sulla regressione della massa tumorale e sulla soprav-
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vivenza in vivo. Ogni modello sperimentale combina i
disturbi caratteristici della malattia (ad esempio, deficit
cognitivo o presenza di placche di (3-amiloide nei modelli
di Alzheimer, disturbi motori nei modelli di Parkinson) con
i difetti morfologici e biochimici tipici della malattia (ad
esempio, lesioni delle vie dopaminergiche nei modelli di
Parkinson). Grandi progressi sono stati ottenuti con Fuso
di animali transgenici. E cosi possibile oggi usare topi che,
ad esempio, producono P-amiloide a livello cerebrale con
formazione di placche simili a quelle presenti in pazienti
affetti da malattia di Alzheimer. Allo stesso modo, mole-
cole mirate al trattamento dell’obesita si possono valutare
anche in topi portatori di vari difetti genetici che indu-
cono una patologia simile a quella umana. Notevole ¢ il
contributo che gli animali transgenici hanno fornito sia
per acquisire conoscenze sulla funzione di geni specifici
e relativi prodotti che in qualita di modelli sperimentali
utili per la ricerca di farmaci.

Numerose molecole che mostrano azioni farmacologiche
interessanti possono indurre effetti avversi su organi e si-
stemi differenti da quelli previsti per l'attivita terapeutica.
Ad esempio, su nuove molecole selezionate per l'attivita
in modelli di asma, di infezioni fungine, di sclerosi mul-
tipla ecc. diventa necessario studiare gli eventuali effetti
collaterali sui sistemi cardiovascolare e nervoso centrale,
le azioni a livello gastroenterico, gli effetti sull’escrezione
renale. In questo modo si potra valutare se la molecola
selezionata possiede le caratteristiche farmacologiche
per poter proseguire con le fasi dello sviluppo: attivita
sulla patologia bersaglio senza effetti avversi significativi
(vedi CD: Approfondimento 3.7. Safety pharmacology: co-
me valutare se le nuove molecole inducono effetti collaterali
sullefunzioni vitali).

Gli studi sul genoma stanno modificando la ricerca

Dal 1992 in poi il Progetto Genoma e il rapido sviluppo
della bioinformatica hanno catalizzato una grossa spinta
innovativa che ha portato ingenti investimenti nel set-
tore genomics, la genomica medica. Con la prospettiva
del completo sequenziamento del genoma umano, si
era creata I'’enorme aspettativa di scoprire rapidamente i
geni responsabili di numerose malattie e quindi ottenere
farmaci innovativi perché maggiormente selettivi sulle
cause della malattia. Finora invece i risultati sperati sono
stati parzialmente disattesi per una serie di motivazioni.
Innanzitutto i tempi per individuare il ruolo dei singoli
geni e delle proteine in condizioni sia fisiologiche che
patologiche sono lunghi, superiori a quanto ipotizzato. A
questo si aggiunge che per identificare una proteina con
potenziale uso in terapia o composti a basso peso mole-
colare capaci di interagire con i nuovi target suggeriti dalla
genomica sono necessari anni di intensa ricerca. Si puo
tuttavia ipotizzare che in futuro emergeranno certamente
farmaci innovativi provenienti da queste conoscenze.

Ci sono alcune considerazioni convincenti alla base
della rivoluzione iniziata con il progetto genoma su cui
numerosi gruppi di ricerca farmaceutica e biotecnologica
hanno scommesso. Innanzitutto la conoscenza dei geni e
delle proteine si traduce in numerosi target biologici. Se

si considera che tutti i farmaci oggi disponibili in terapia
agiscono su meno di 500 target biologici, € evidente che
dallo studio del genoma umano ci si aspetta la scoperta di
nuovi importanti bersagli su cui indirizzare le ricerche di
farmaci piu selettivi. Molte malattie sono causate da difetti
genetici. Sia le malattie ereditarie, di cui gia si conosco-
no in parecchi casi il gene o i geni implicati, che quelle
ad ampia diffusione, ad esempio tumori, aterosclerosi,
malattia di Alzheimer, osteoporosi, sono caratterizzate da
alterazioni specifiche di alcuni geni e dell’attivita genica.
E quindi necessario conoscere quali geni siano espressi
nei tessuti sani e quali siano invece alterati in condizioni
patologiche: queste conoscenze, una volta disponibili,
potrebbero consentire di progettare farmaci mirati alle
cause (e non solo ai sintomi).

Inoltre e possibile studiare le differenze genetiche dei pa-
zienti per comprendere le diverse sensibilita ai farmaci. Le
implicazioni sono ampie: sara possibile I'utilizzo mirato
di farmaci su quei pazienti che, sulla base del genotipo,
si prospettano essere piu sensibili a un certo trattamento
farmacologico. Si potra altresi evitare il trattamento di
pazienti eventualmente resistenti all’attivita del farma-
co oppure suscettibili di manifestare effetti collaterali
significativi. La possibilita di stabilire una correlazione
fra genotipo e risposta farmacologica dei pazienti é resa
possibile dalla disponibilita di tecnologie che consentono
di stratificare i pazienti sulla base del profilo genico, cioe
costruire delle DNA libraiy individuali. Alcuni gruppi far-
maceutici stanno investendo notevoli risorse nella ricerca
di diagnostici che consentano di selezionare i pazienti
pit appropriati per una certa terapia, ottenendo la mas-
sima efficacia ed effetti collaterali estremamente ridotti (i
cosiddetti “theranostics”). Una sorta di farmacologia a la
carte: una vera rivoluzione dal punto di vista terapeutico.

Gli studi difannacocinetica
hanno un molo sempre piu rilevante

Una pillola al giorno: questa ¢ la caratteristica che un buon
farmaco dovrebbe possedere, efficace quando somministra-
to per via orale e con durata d’azione tale da consentire
una sola somministrazione al giorno. Succede di frequente,
in ricerca, che molecole molto interessanti per l'attivita
biologica in vari modelli sperimentali in vitro abbiano una
bassa biodisponibilita orale, cioé la quota di farmaco che
raggiunge il circolo ematico & troppo bassa, oppure non
siano per nulla attive in vivo (vedi Capitoli 50-53).

Fino a pochi anni fa, gli studi di farmacocinetica (ADME:
assorbimento, distribuzione, metabolismo ed elimina-
zione) venivano condotti in una fase avanzata dello svi-
luppo di un farmaco, insieme agli studi di tossicologia.
Lesperienza ha pero dimostrato che piu di un terzo delle
molecole in fase di sviluppo dovevano essere abbandonate
per problemi di ADME (ad esempio, assorbimento insuf-
ficiente, metabolismo epatico troppo rapido, metaboliti
tossici, induzione enzimatica, emivita di eliminazione
troppo breve o troppo lunga ecc.). Si e arrivati quindi
ad anticipare alcuni saggi di farmacocinetica nelle prime
fasi della ricerca. Secondo i criteri pit moderni, gia nelle
fasi di identificazione delle molecole attive, hit e poi



lead, si valuta il profilo ADME sia in silico, cioé tramite
simulazione con il computer, che in vitro (Figura 3.4).
Con gli approcci computazionali si mettono in relazione
le caratteristiche chimico-fisiche con specifiche proprieta
ADME desiderate o da evitare. Vengono poi effettuati saggi
in vitro per valutare I'assorbimento intestinale (ad esem-
pio, cellule caco-2), la stabilita metabolica in microsomi
epatici umani e di roditore o nella frazione microsomiale
S9, le interazioni con gli isoenzimi del citocromo P450
e il binding alle proteine piasmatiche (vedi Capitolo 48).
Con questo processo si attua uno screening piu stringente,
raccogliendo informazioni preziose nelle fasi precoci.
Successivamente si procede a valutare in vivo il profilo
delle molecole selezionate. | metodi analitici disponibili
oggi, ad esempio la spettrometria di massa associata a
cromatografia liquida ad alta pressione oppure la riso-
nanza magnetica nucleare ad alta risoluzione, consentono
analisi rapide dei livelli plasmatici e della concentrazione
in organi bersaglio delle molecole somministrate a piccoli
animali da laboratorio. E noto che diverse specie animali
differiscono per il corredo di enzimi microsomiali epatici e
di conseguenza possono trasformare in maniera differente
i farmaci. Diventa quindi importante individuare qual e
la specie animale piu adatta per gli studi di tossicologia
cosi da ottenere informazioni accurate e attendibili sulla
sicurezza del farmaco destinato all’'uomo. Studi di farma-
cocinetica pit approfonditi vengono poi ripresi durante lo
sviluppo del farmaco, in parallelo agli studi di tossicologia,
sia per conoscerne meglio il profilo sia per soddisfare le
richieste delle agenzie regolatorie (Figura 3.5).

Le fasi dello sviluppo

Identificata una molecola di interesse, avente il potenziale
di diventare un farmaco innovativo, si procede con lo
sviluppo, la parte sicuramente piu lunga e costosa del
processo che porta alla disponibilita di nuovi medicinali
(Figura 3.6). Questa fase € condizionata da due fattori
critici: tempi e costi. Ci si pu0 trovare nella condizione
di dover fare delle scelte, procedendo con lo sviluppo di
una molecola o di un progetto a scapito di altri, magari
altrettanto innovativi e interessanti. Infatti, dalle fasi della
ricerca possono emergere piu molecole di quante se ne
possano sviluppare sia in termini di finanziamenti che
di risorse disponibili. Quindi prima di proseguire con lo
sviluppo si procede a un’attenta revisione del progetto. |
passaggi chiave dello sviluppo di un farmaco includono:
la produzione del candidato farmaco in grande quantita
e con elevato grado di purezza, la formulazione del pro-
dotto, studi di farmacocinetica e tossicologia e infine la
preparazione della documentazione da sottoporre alle
autorita regolatorie per iniziare gli studi clinici sull'uomo.
Si parla quindi di sviluppo pre-clinico per distinzione
dalla fase successiva nota appunto come sviluppo clinico.

Il ruolo determinante della legislazione
nazionale e sovranazionale

Elemento condizionante di tutta la fase di sviluppo é la
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legislazione farmaceutica, che impone regole ben precise
per garantire I'efficacia e la sicurezza dei nuovi farmaci.
Essa regola due momenti critici dell’interazione tra societa
farmaceutiche e autorita regolatorie di riferimento per
un dato paese (FDA negli Stati Uniti, EMA in Europa):
il primo e l'autorizzazione a iniziare la sperimentazione
sull’'uomo sia che si tratti di volontario sano che di pa-
ziente; il secondo passaggio critico € la richiesta formale
di approvazione per l'utilizzo e la commercializzazione
del farmaco (vedi Capitolo 4).
Durante le fasi dello sviluppo la legislazione farmaceu-
tica impone requisiti stringenti di qualita e garanzia
sull’integrita, rintracciabilita e ripetibilitd dei dati e dei
prodotti. Gli strumenti che consentono di perseguire
questi obiettivi sono un insieme di linee guida, introdotte
prima negli Stati Uniti e poi successivamente recepite
dagli altri paesi. In maniera piu specifica vanno osservate
le seguenti norme:

Good Laboratoiy Practices (GLP), definiscono i prin-

cipi da seguire durante gli studi di tossicologia e di

farmacocinetica;

Good Clinical Practices (GCP), norme per assicurare la

qualita e la riproducibilita dei dati durante la speri-

mentazione sull’'uomo;

Good Manufacturing Practices (GMP), linee guida per

la produzione e il controllo dei medicinali cosi da

garantirne la qualita per tutto il periodo di validita.

Il passaggio da una preparazione
di laboratorio a una industriale

Durante le prime fasi della ricerca, la preparazione delle
molecole in esame avviene nei laboratori chimici o di
biotecnologia: servono infatti solo piccole quantita di
sostanza (ad esempio, milligrammi, fino a pochi gram-
mi). Con l'inizio degli studi di tossicologia e, successi-
vamente, con la sperimentazione clinica la richiesta di
prodotto diventa elevata: per farmaci di origine chimica
servono chilogrammi di principio attivo. Sia la sintesi
chimica che la produzione per via biotecnologica van-
no adattati e migliorati perché soddisfino vari criteri:
rapidita, economicita, sicurezza (processo di scale-up).
Per la sintesi chimica si cerchera di ottenere un metodo
di purificazione efficiente e poco costoso, di eliminare
I'uso di solventi o reazioni troppo pericolose, di evitare
reazioni che portano a prodotti tossici. Altra recente
tendenza e quella di preferire vie sintetiche che non
introducano elementi inquinanti nell'ambiente (green
chemistry). Nel caso di proteine ottenute da microrga-
nismi geneticamente modificati o da linee cellulari sara
importante ottenere processi stabili, che garantiscano le
caratteristiche finali del prodotto (ad esempio, struttura
tridimensionale della proteina, assenza di contamina-
zione da endotossine o virus). La legislazione prevede
inoltre il controllo rigoroso delle impurezze che devono
rimanere al di sotto di una soglia prefissata e non devono
avere rischio mutageno. Attraverso uno sforzo continuo e
competenze specifiche si ottimizza il processo di produ-
zione su ampia scala per ottenere una quantita sufficiente



sezione 1

Introduzione alla farmacologia

SVILUPPO PRECLINICO

Tossicita acuta
(somministrazione singola
a dosi elevate)

r Tossicita

u Molecole
calididata |jer

Mutagenesi in vitro

Safety pharmacology

Figura 3.5

per somministrazioni ripetute
(durata variabile da 1 a 6 mesi)

SVILUPPO CLINICO

Sperimentazione clinica
(fasi 1 e )

Tossicita per la riproduzione
(fertilita, sviluppo peri-
e post-natale, teratogenesi)

>

Mutagenesi in vivo

Cancerogenesi
(studio per due anni in topo/ratto)

Tossicita speciali
(per molecole con rischi particolari)

Percorso degli studi tossicologici per verificare la sicurezza dei nuovi farmaci. Da notare che la molecola candidata per lo

sviluppo viene esaminata nei test di tossicita acuta, di tossicita per somministrazioni ripetute e nelle prove di mutagenesi in vitro. Se non
si riscontrano effetti rilevanti, si puo allora procedere con le fasi | e Il dello sviluppo clinico. In parallelo si prosegue con il programma di

tossicologia piti completo.

di prodotto di elevata qualita, per completare tutte le fasi
dello sviluppo e successivamente rendere disponibile il
farmaco per i pazienti.

Come passare dal prodotto attivo al farmaco:
laforma farmaceutica

La via di somministrazione e la forma farmaceutica sono
caratteristiche fondamentali per un farmaco. Lutilizzo
in maniera corretta avviene solo se il farmaco é facile da
assumere; questo vale soprattutto per patologie croniche
per le quali I'assunzione per via orale € preferita insieme
alla riduzione del numero di somministrazioni giornaliere
(ad esempio, una volta al giorno). Per malattie acute o
trattamenti in ambiente ospedaliero sono accettabili, e
talvolta necessarie, altre vie di somministrazione, come
la via parenterale (ad esempio, via endovenosa), che
consentono il rapido raggiungimento delle concentrazioni
piasmatiche terapeutiche.

Ci sono tuttavia numerosi ostacoli da superare per rag-
giungere l'obiettivo di una forma farmaceutica semplice
e che garantisca la massima accettazione (compliance)
da parte dei pazienti. | piu rilevanti dipendono dalle
proprieta chimico-fisiche dei principi attivi. Ci sono
molecole che sono poco biodisponibili per via orale
e che tuttavia si sviluppano perché hanno un’efficacia
terapeutica significativa. Ne sono un esempio farmaci
biologici quali peptidi e proteine che vengono som-
ministrati solo per via parenterale. Questo € un grosso
limite per i farmaci biologici. Numerosi studi sono in
corso per ottenere I’'assorbimento, anche parziale, per via
orale (ad esempio, con l'insulina) tuttavia finora senza
successo. Vie di somministrazioni rilevanti sono anche

la via inalatoria e le vie transmucosali, cioe attraverso la
cavita boccale, nasale, oculare e rettale. Il trattamento per
via transdermica (cerotti) é altresi di notevole interesse.
Notevoli progressi sono stati fatti e sono tuttora in corso
per rilasciare il farmaco nel tessuto, direttamente nei
compartimenti coinvolti dalla patologia. A questo scopo
la rapida evoluzione delle nanotecnologie sta aprendo
nuove prospettive soprattutto per la cura dei tumori nei
quali i nanovettori potrebbero veicolare in modo mirato
il farmaco al tessuto malato (vedi CD: Approfondimento
3.8. Dmg delivery).

In alcune malattie oftalmiche, quali la retinopatia diabe-
tica o la degenerazione maculare, il farmaco (ad esempio,
anticorpo anti-VEGF o glucocorticoide) viene sommi-
nistrato tramite iniezione nell'umor vitreo. E possibile
inoltre modulare la durata dell’azione di un farmaco, ad
esempio utilizzando polimeri, che consentono il rilascio
del farmaco per un periodo di tempo prolungato.

Come studiare la sicurezza di unfarmaco:
gli studi tossicologici

Negli ultimi 50 anni sono aumentate le prove biologiche
per ridurre il rischio che le nuove molecole, una volta
farmaci, abbiano effetti tossici sull'uomo. E questo un
obiettivo ambizioso data la natura stessa del farmaco, un
composto che modifica, spesso in maniera profonda, i
meccanismi biologici e che inevitabilmente puo produrre
anche effetti tossici.

| test da eseguire sono definiti dalle normative vigenti,
modificate negli anni in maniera differente nei vari Paesi.
Solo di recente ¢ iniziato un processo di armonizzazione
delle richieste imposte dai vari Paesi e si sta arrivando ad



avere prove tossicologiche uniformi a livello internazio-
nale (vedi CD: Approfondimento 3.6. e 3.7). ~obiettivo &
valutare gli eventuali effetti tossici di una nuova molecola
su organi e sistemi, utilizzando sia prove biologiche in
vitro che test su animali da laboratorio. Gli studi tossico-
logici dovrebbero fornire le seguenti risposte:

definire la dose massima che non induce alcun effetto,

diretto o indiretto, su organi e sistemi;

definire la dose che induce effetti tossici e il tipo di

alterazioni indotte;

definire larelazione fra dose terapeutica e dose tossica;

individuare il bersaglio dell’effetto tossico (struttura

cellulare, organo o sistema) sia del composto originale

che dei suoi metaboliti;

definire se gli effetti sono reversibili.

Numerosi studi dimostrano che la maggioranza degli
effetti tossici di composti chimici nell'uomo si possono
replicare neU’animale da laboratorio: da qui la validita dei
test di tossicologia previsti dagli enti regolatori interna-
zionali. Si utilizzano dosi elevate, a valori multipli della
dose terapeutica, per evidenziare effetti che potrebbero
comparire con bassa frequenza in una popolazione ampia
di pazienti. Luso degli ammali ha sempre provocato forti
critiche; tuttavia a oggi non esistono altri modelli alter-
nativi accettati dalle linee guida ufficiali anche se sono
emersi risultati incoraggianti da numerosi studi di tossici-
ta su linee cellulari. Nonostante gli sforzi compiuti finora,
solo i test di mutagenesi in vitro sono entrati a far parte
della serie di prove obbligatorie per la sperimentazione
tossicologica. Da alcuni anni si sta facendo una revisione
critica di tutti i protocolli di tossicologia sperimentale per
arrivare a un ulteriore miglioramento della serie di test a
cui sottoporre le nuove molecole, in termini sia di valore
predittivo che di condizioni sperimentali (ad esempio,
riduzione del numero di animali).

Nonostante I'accuratezza dei dati raccolti nei vari modelli
di laboratorio, sia in termini di efficacia che di sicurezza,
€ necessario studiare i nuovi potenziali farmaci anche
nell'uomo, attraverso un percorso regolamentato di spe-
rimentazione clinica (Figura 3.6). Eindagine sull'uomo &
prevista dalla legislazione intemazionale e va impostata
secondo criteri rigorosi.
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| farmaci del 2020

I 2020: un orizzonte temporale lontano dalla nostra
realta. Eppure, nel mondo della ricerca, i farmaci di quel
periodo si stanno gia progettando nei laboratori. Oggi
sono all’inizio del lungo percorso, in fase embrionale,
ancora da perfezionare e migliorare. Ma la “navigazione”
é gia iniziata: attraverso mille ostacoli, numerosi possibili
fallimenti, nuove molecole arriveranno sicuramente in
porto. Come gia avvenuto negli ultimi 60 anni assiste-
remo a contributi significativi in terapia, ~attenzione
crescente sulle malattie rare € una novita importante
e pone le premesse affinché si conseguano risultati di
rilievo in aree terapeutiche finora trascurate (malattie e
farmaci orfani).

Alcune caratteristiche dei nuovi farmaci si possono gia
immaginare: saranno efficaci, pit maneggevoli e piu sicu-
ri. Efficaci perché oggi solamente farmaci che dimostrano
attivita farmacologica chiara e che migliorano la terapia gia
disponibile hanno possibilita di proseguire il loro svilup-
po. Inoltre, la ricerca &€ sempre piu focalizzata su malattie
per le quali la terapia attuale e ancora insoddisfacente
se non carente del tutto. Maneggevoli perché si stanno
facendo notevoli progressi nel modo di somministrare
i farmaci. Le somministrazioni per via orale, inalatoria,
transdermica o attraverso le mucose, saranno dominanti
e consentiranno l'uso piu facile garantendo una maggiore
compliance da parte dei pazienti. Sicuri, perché i modelli
sperimentali oggi disponibili e I'attenzione che si pone
agli effetti collaterali durante il lungo percorso di ricerca e
sviluppo consentono solo a farmaci, con un elevato indice
terapeutico e con rischio bassissimo di produrre reazioni
avverse, di arrivare al traguardo finale.

Accanto ai farmaci provenienti dalla sintesi chimica e
prevedibile continui la crescita dei farmaci biologici, delle
proteine terapeutiche inclusi gli anticorpi monoclonali
umani.

Un’altra innovazione emergente proviene dalla possibilita
di selezionare la popolazione di pazienti sia sulla base
delle loro capacita metaboliche che sulla base dell’altera-
zione genetica sottostante la malattia. La farmacogenetica
sta progredendo velocemente e si pud quindi prevedere
I'utilizzo combinato di test diagnostico-farmaco per in-

(*): Autorizzazioni richieste all'ente regolatorio negli USA, Food and Drug Administration (FDA)
(°): Autorizzazioni richieste all'ente regolatorio europeo, European Medicinal Agency (EMA)

Figura 3.6 Percorso complessivo di ricerca e sviluppo dei nuovi farmaci. La durata del percorso € aumentata notevolmente dagli anni
60. Il percorso medio & superiore ai 10 anni dalle prime fasi di ricerca all'approvazione. IND: Investigational New Drug', CTA: Clinica! Trial
Application', NDA: New Drug Application; MAA: Marketing Authorization Application.
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tervenire in maniera mirata sulla malattia con la terapia
piu appropriata in termini di efficacia e sicurezza. La far-

macologia a la carte, di cui si & gia accennato, dovra pero

tener conto di alcuni limiti oggettivi: la maneggevolezza,
i costi, la tutela della privacy dei pazienti. Tutte le nuove
tecnologie e le innovazioni terapeutiche dovranno infatti
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L'impegno per la ricerca di nuovi farmaci & significativo e richiede investimenti e risorse

sempre maggiori.

I risultati sembrano emergere lentamente, ma occorre considerare che il processo
di ricerca e sviluppo ha tempi molto lunghi.

| progressi scientifici e le innovazioni tecnologiche sono determinanti per conseguire

risultati rilevanti.

L'approccio piu avanzato e promettente € multidisciplinare (chimica, biologia,
biotecnologia, genetica, informatica, clinica).

Le autorita sanitarie internazionali hanno definito criteri rigorosi per ottenere farmaci sicuri.

Il prossimo decennio vedra certamente farmaci innovativi in grado di trattare malattie

che oggi non trovano ancora risposte terapeutiche efficaci.
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Metodologia della sperimentazione

clinica del farmaci

Carlo Patrono

Obiettivi formativi

Acquisire le nozioni fondamentali sul percorso di ricerca e sviluppo di un nuovo farmaco

Acquisire i concetti base e le parole chiave delle diverse fasi della sperimentazione clinica di un farmaco

Acquisire le basi teoriche e pratiche per saper leggere e analizzare criticamente gli studi osservazionali e
i trial clinici randomizzati, come strumenti per valutare l'efficacia e la sicurezza dei farmaci

La terapia farmacologica come scienza e basata fon-
damentalmente sull’attenta valutazione del paziente e
sull’analisi critica delle prove di efficacia e sicurezza
del trattamento (“evidenza”). Levidenza che fornisce la
base per le scelte terapeutiche e quella che deriva da
trial clinici controllati e randomizzati di buona qualita
(cid che si configura come grado “A” di evidenza nella
maggior parte delle linee guida). Poiché possono pas-
sare alcuni anni tra I'immissione in commercio di un
nuovo farmaco e il suo inserimento nelle linee guida
di riferimento per una certa patologia, & importante
che il medico sia in grado di valutare autonomamente
I’evidenza, cosi come viene proposta dalla pubblicazione
degli studi di fase 3, anche per rispondere agli inevitabili
quesiti che verranno posti - in tempo reale - dai suoi
pazienti esposti alle stesse notizie (soprattutto quelle
molto promettenti o molto preoccupanti) riportate dai
media in contemporanea alla pubblicazione del lavoro
sul New England Journal of Medicine o su Lancet. Svi-
luppare la capacita critica di analizzare - nell’interesse
del paziente - il nuovo pezzo di evidenza richiede I'ap-
prendimento di un metodo (sperabilmente prima della
laurea) e la sua applicazione sistematica. Infatti, I'analisi
di un singolo trial clinico sta alla metodologia degli studi
clinici come I’esame obiettivo di un singolo paziente
sta alla semeiotica medica. Molto semplicemente, si
impara a leggere i trial clinici dei farmaci leggendoli,
cosi come si impara a guidare l'automobile guidando-
la. A meno che non si voglia delegare a qualcun altro
questo compito, attendendo la prossima visita dell’in-
formatore dell’azienda che produce il nuovo farmaco o
I'esperto che - tipicamente all’interno di un convegno
sponsorizzato dall’azienda - ci spiegano come va letto

e interpretato il trial clinico che ne documenta efficacia
e sicurezza. Posizioni rispettabilissime, ma non scevre
da potenziali conflitti d’interesse.

La ricerca e lo sviluppo
di un nuovo farmaco

Nel percorso per ottenere un farmaco ci sono due fasi
ben distinte: la ricerca e lo sviluppo (R e S; in inglese,
Research & Development, R&D). La ricerca € I'invenzione,
I’esplorazione di nuove molecole che nella prima fase si
selezionano e di cui poi gradualmente si approfondisce
il profilo. Se la nuova molecola ¢ attiva sui modelli speri-
mentali pit predittivi, se non induce effetti preoccupanti
su altri organi o sistemi e se soddisfa i requisiti di biodi-
sponibilita, allora la nuova molecola diventa candidata
per essere un farmaco e passa alle fasi di sviluppo. Con lo
sviluppo essa viene avviata agli studi di tossicologia per
valutarne la sicurezza e quindi agli studi sull’'uomo: un
percorso a ostacoli, lungo e costoso. Durante lo sviluppo
vengono seguiti schemi sperimentali e programmi definiti
dalle normative internazionali in materia di sicurezza
dei farmaci e della sperimentazione clinica. Invece la
ricerca spazia in campi piu liberi. Nuove idee nascono
da ricerche di frontiera, che tengono conto delle ultime
tecnologie e seguono quindi un percorso flessibile, va-
riabile nel tempo. Cosi, oggi, nei laboratori si fa ricerca
con approcci molto diversi rispetto a quanto si facesse
solo dieci anni fa. Il processo di ricerca e sviluppo per
condurre all’approvazione di un farmaco e assai lungo,
selettivo e costoso (Figura 4.1) e ha prodotto in questi
anni un cambiamento importante nell’organizzazione
industriale ed economica delle aziende farmaceutiche
(vedi Capitolo 3).
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che caratterizzano la scoperta e la commercializzazione di un
nuovo farmaco.

Fasi della sperimentazione clinica

Come si sperimenta
unfarmaco sull’'uomo

Nonostante I'accuratezza dei dati raccolti nei vari modelli
di laboratorio, sia in termini di efficacia che di sicurezza,
€ necessario studiare i nuovi potenziali farmaci anche
nell'uomo, attraverso un percorso di sperimentazione
clinica. Eindagine nell'uomo e prevista dalla legislazione
internazionale e va impostata secondo criteri rigorosi.
Come per la tossicologia, anche per la sperimentazione
clinica & avvenuta una significativa evoluzione negli
ultimi 50 anni.

Negli anni 60 venne promulgata la Dichiarazione di
Helsinki: un documento fondamentale nella ricerca bio-
medica, con il quale si definirono, fra I'altro, i principi
etici della sperimentazione e la necessita del consenso
da parte dei soggetti che partecipano allo studio. Nello
stesso periodo I’ente regolatorio degli Stati Uniti, la Food
and Drug Administration (FDA), introdusse protocolli di
ricerca clinica controllata prevedendo l'uso del placebo
(cioé l'uso di una sostanza farmacologicamente inerte
in un gruppo di pazienti): un passo fondamentale verso
un metodologia scientifica piu valida per raggiungere
conclusioni rigorose sull’efficacia e sicurezza dei farmaci.
Un ulteriore progresso avvenne alla fine degli anni 80
con l'adozione, prima negli USA e poi a seguire negli altri
Paesi, delle Good Clinical Practices (GCP). Le GCP sono
linee guida per la stesura di protocolli che sanciscono
modi, responsabilita e aspetti operativi e consentono una
corretta conoscenza della sperimentazione clinica al fine
di garantire due aspetti fondamentali: uno prevalente-
mente etico, e cioe il rispetto dei diritti del malato, e I’altro
di carattere scientifico, e cioé la veridicita dei risultati
della ricerca. Al centro di queste linee guida si trovano

il “consenso informato” (cioé la liberta di ogni soggetto
di partecipare alla ricerca clinica, dopo aver acquisito
sufficienti informazioni sulle sue finalita e sui potenziali
rischi associati al trattamento sperimentale) e il Comitato
Etico (organo indipendente che ha il compito di valutare
e garantire il contenuto etico e scientifico dello studio a
salvaguardia dei diritti e della sicurezza dei soggetti della
sperimentazione). Con l'adozione delle GCP si e diffusa
una maggiore consapevolezza dei principi guida della
sperimentazione clinica. A questo va aggiunta la necessita
di studiare farmaci a livello internazionale con la parte-
cipazione di pazienti distribuiti nei vari Paesi. Il risultato
finale & che oggi i farmaci vengono studiati in un elevato
numero di pazienti (in genere diverse migliaia) adottando
con criteri rigorosi lo stesso protocollo sperimentale. Da
segnalare che accanto alle aziende farmaceutiche e di
biotecnologia che gestiscono gli studi clinici presso vari
Centri specialistici (ospedali, cliniche universitarie) sono
emerse negli ultimi anni organizzazioni specializzate in
ricerche cliniche (Contraet Research Organizations, CRO)
che si dedicano alla pianificazione, alla gestione e al mo-
nitoraggio della sperimentazione clinica (vedi CD: Appro-
fondimento 4.1. Glossario di metodologia di ricerca clinica).
Una molecola candidata per diventare un farmaco va
sperimentata sull’'uomo. Una volta disponibili il profilo
farmacologico e i risultati dei primi studi tossicologici, se
vengono soddisfatte le condizioni preliminari di efficacia
e sicurezza, si chiede alle autorita regolatorie di poter
iniziare gli studi clinici.

Negli Stati Uniti si sottopone la documentazione (Inve-
stigational New Dntg application, IND) alla FDA, I'organo
di controllo per i medicinali e gli alimenti. In Europa, la
documentazione viene inviata, per essere esaminata, ai
Ministeri della Sanita dei singoli Paesi dove & in vigore
una normativa in materia. In questa fase ha importanza
critica il parere del Comitato Etico delle varie strutture
ospedaliere nelle quali si effettua la sperimentazione.

I li percorso di sviluppo clinico di un nuovo farmaco
& contrassegnato tradizionalmente da quattro fasi

La fase 1 ha come obiettivo l'accertamento della tol-
lerabilita e della farmacocinetica, generalmente in un
numero limitato di soggetti sani volontari. Per i farmaci
oncologici la fase 1 viene condotta nei pazienti portatori
di neoplasie, in considerazione della potenziale tossicita
midollare di farmaci antiproliferativi.

La fase 2 e finalizzata alla caratterizzazione dell’effetto
farmacodinamico atteso e alla definizione della relazio-
ne dose-risposta nei pazienti (diverse centinaia fino ad
alcune migliaia) portatori della patologia d’interesse,
con l'obiettivo di definire la dose (o al piu due dosi) da
utilizzare in fase 3. Lend-point primario degli studi di
fase 2 e di solito rappresentato da misure “surrogate” di
efficacia e/o di sicurezza, ma le dimensioni degli studi di
fase 2 non sono sufficienti per valutare né I'una né Il'altra.
Lafase 3 valuta I’efficacia (end-point primario) e la sicurez-
za (di solito, uno degli end-point secondari). Le dimensioni
di questi studi (da alcune centinaia di pazienti in campo
oncologico ad alcune decine di migliaia in campo cardio-



vascolare) consentono - disolito - di valutare attendibil-
mente I’efficacia del nuovo farmaco rispetto a un placebo
(nel caso in cui entrambi vengano aggiunti alla terapia
standard) o nei confronti di un farmaco di provata effica-
cia in quella malattia. Diversamente, I’accertamento della
sicurezza di un nuovo trattamento farmacologico puo
essere fatto soltanto in maniera preliminare negli studi di
fase 3 e deve continuare dopo la eventuale approvazione
e commercializzazione del farmaco nella cosiddettafase
4. Gli studi di fase 4 possono essere di natura osserva-
zionale (quelli finalizzati aUulteriore valutazione della
sicurezza) o - come nella fase 3 - di disegno controllato
e randomizzato per esplorare I’efficacia del farmaco in
nuove potenziali indicazioni.

La valutazione dei risultati dellafase 3
¢ affidata alle autorita regolatorie:
EMA in Europa, FDA in USA

Dopo la commercializzazione, il posto del nuovo farmaco
neU’armamentario terapeutico e nella pratica clinica viene
definito da una serie di processi gestiti da soggetti diversi
rispetto a quelli che hanno gestito le fasi precedenti dello
sviluppo clinico. Il primo processo e rappresentato dal
recepimento da parte delle autorita regolatorie locali
(I’Agenzia Italiana del Farmaco [AIFA] nel nostro Paese)
delle decisioni dellEMA (European Medicines Agency) in
termini di indicazione© approvata(e) e, soprattutto, in
termini di scelte autonome per quanto attiene la rimbor-
sabilita del nuovo farmaco e la sua fascia di prescrivibilita
nell'ambito del Sistema Sanitario Nazionale. Il secondo
processo riguarda l'inserimento del nuovo farmaco nei
prontuari terapeutici regionali e nei prontuari terapeutici
ospedalieri. Il terzo processo riguarda l'aggiornamento
da parte di gruppi di esperti e/o societa scientifiche delle
linee guida terapeutiche per incorporare in specifiche
raccomandazioni l'evidenza riguardante I'efficacia e la
sicurezza del nuovo farmaco.

Studi osservazionali
e trial clinici randomizzati

Gli studi clinici finalizzati alla valutazione deU’efficacia
e/o della sicurezza dei farmaci possono essere di natura
osservazionale o randomizzata.

Gli studi osservazionali consentono di stabilire
un’associazione tra l'esposizione al farmaco

e il verificarsi (con maggiore o minore frequenza)
di un certo evento, ma non consentono di stabilire
che esista una relazione causa/effetto tra i due

Gli studi osservazionali (di popolazione o di coorte)
registrano le possibili associazioni tra esposizione a un
farmaco (ad esempio, aspirina) o a una classe di farmaci
(ad esempio, farmaci antinfiammatori non steroidei,
FANS) e il verificarsi di eventi sfavorevoli (ad esempio,
sanguinamenti del tratto gastrointestinale superiore o
infarto miocardico) che portano al ricovero ospedaliero
del soggetto esposto. Attraverso un confronto tra il rischio
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di tali eventi in soggetti esposti e quello di soggetti non
esposti, € possibile suggerire che il trattamento farma-
cologico con aspirina aumenti i sanguinamenti gastro-
intestinali, ma diminuisca gli eventi coronarici. Tuttavia
questa osservazione e soggetta a molteplici fattori di con-
fondimento poiché i soggetti esposti e quelli non esposti
all’aspirina non sono necessariamente confrontabili tra
di loro, potendo differire in una serie di variabili (note o
sconosciute) in grado di influenzare gli eventi misurati,
indipendentemente dal trattamento. Inoltre, I'accuratezza
delle informazioni sull'uso dei farmaci (compresa la du-
rata e la dose giornaliera) che vengono desunte da banche
dati computerizzate pud essere molto diversa negli studi
osservazionali che si trovano in letteratura. Nonostante
queste limitazioni, un riscontro replicato in piu studi di
un rischio relativo superiore a 2 per una complicanza
grave deve essere preso molto seriamente nella valutazi-
one integrata del profilo beneficio/rischio di un farmaco.
Nell’'ambito dell’accertamento di effetti collaterali che si
verificano con una bassa incidenza (ad esempio, 0,1-1%
dei soggetti trattati) gli studi osservazionali hanno svolto
e continuano a svolgere un ruolo fondamentale. Tutta-
via, l'accertamento dell’efficacia di un nuovo farmaco e
appannaggio esclusivo degli studi clinici randomizzati.
Le numerose osservazioni circa un apparente effetto
protettivo deH’aspirina e di altri FANS nei confronti del
carcinoma colo-rettale, con un rischio relativo compreso
tra 0,5 e 0,7 (che suggerisce una riduzione del rischio
del 30-50%), non sono sufficienti a consentire un’appro-
vazione regolatoria di una nuova indicazione per questi
farmaci, né a giustificare linee guida che suggeriscano
I'impiego chemopreventivo degli stessi. Proprio perché
non siamo in grado di escludere che una terza variabile
X a noi sconosciuta (0 comunque non misurata) spieghi
sia I'uso di FANS che un minore rischio di carcinoma
colo-rettale. Tuttavia, nel caso specifico, la numerosita e la
consistenza degli studi osservazionali pubblicati nel corso
degli ultimi 30 anni (insieme con la ricerca pre-clinica sul
ruolo di COX-1 e COX-2 nella cancerogenesi colo-rettale)
hanno fornito un solido razionale per l'avvio di studi
clinici randomizzati di aspirina e coxib, per valutare ef-
ficacia e sicurezza di questo approccio chemopreventivo.
In circostanze particolari che non consentano l'esecuzio-
ne di trial clinici randomizzati verso placebo, come ad
esempio nel caso dei farmaci utilizzati nella contracce-
zione ormonale, gli studi osservazionali di coorte hanno
rappresentato l'unica sorgente di informazione circa la
sicurezza dei contraccettivi orali. Le diatribe decennali
circa potenziali associazioni tra uso di questi farmaci e
ridotta 0 aumentata incidenza di alcuni tumori femminili
riflettono le incertezze interpretative sopra discusse.

Il trial clinico randomizzato e controllato
rappresenta lo strumento fondamentale

per I'accertamento dell’efficacia di un nuovo
(o vecchio) farmaco e per la valutazione
preliminare della sua sicurezza

La randomizzazione consiste nell’affidare I’'assegnazione
di un paziente (selezionato sulla base di criteri di inclusio-
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ne e di esclusione previsti dal protocollo) al trattamento
sperimentale o al trattamento di controllo (placebo o trat-
tamento standard per quella patologia) sulla base di una
sequenza di numeri random. In questo modo, il paziente
ha le stesse probabilita di essere assegnato al trattamento
sperimentale o al trattamento di controllo. Limportanza
della randomizzazione (se effettuata correttamente su un
numero congruo di pazienti) consiste nel garantire che
tutte le variabili in gioco che potrebbero influenzare gli
eventi prescelti come end-point primari siano egualmente
distribuite nei due gruppi di trattamento (proprio perché
distribuite in maniera casuale) e che quindi i due gruppi
di pazienti siano assolutamente confrontabili tra di loro,
sia per le variabili misurate (che ci consentono di verifi-
care il successo della randomizzazione) che - presumi-
bilmente - per quelle non misurate.

IImportanza del gruppo di controllo consiste nel descrivere
I'andamento naturale della malattia e delle sue compli-
canze, nelle condizioni standard del momento storico e
del contesto socio-economico nei quali viene effettuato
lo studio. Pertanto, il gruppo di controllo pu0 essere rap-
presentato da pazienti trattati con un placebo (ovviamente
aggiunto a tutti i trattamenti di provata efficacia in quella
patologia; vedi CD: Approfondimento 4.2. 1l placebo), o
con un farmaco di riferimento per la classe terapeutica cui
appartiene il nuovo farmaco (ad esempio, il clopidogrel per
lo studio di un nuovo antipiastrinico inibitore del recettore
P2Yj2). Il concetto di controllo ai fini della interpretazione
di qualunque intervento sperimentale dovrebbe rappre-
sentare parte fondante del bagaglio culturale di una po-
polazione scientificamente orientata. Purtroppo, cosi non
e uniformemente nella nostra societa, come documentato
dal successo - altrimenti inspiegabile - di pratiche tera-
peutiche basate su studi non controllati di farmaci della
Medicina tradizionale (basti ricordare il caso Di Bella!) o
di medicamenti della Medicina “alternativa” (vedi CD: Ap-
profondimento 1.1 Terapie alternative o non convenzionali).

L'importanza dell'ipotesi primaria

Lipotesi primaria di un trial clinico d’intervento ha due
componenti: a) quella fisiopatologica (quale mediatore,
quale enzima o recettore ipotizziamo sia rilevante nel de-
terminismo di una certa complicanza della malattia), che
ci porta a scegliere un determinato tool farmacologico per
la sua verifica; b) quella inerente I'effetto atteso, in termini
sia qualitativi (che cosa ci aspettiamo di modificare) che
quantitativi (in che misura rispetto al controllo). Da un
intervento farmacologico di prevenzione cardiovascolare,
ci aspettiamo che modifichi la storia naturale del processo
aterosclerotico (ad esempio, attraverso studi di imaging
carotideo o coronarico in fase 2) o le sue complicanze
serie (gli eventi aterotrombotici coronarici e cerebrali in
fase 3), in misura clinicamente rilevante rispetto alla te-
rapia standard. Nella fase 3 della sperimentazione clinica
di un nuovo farmaco é possibile scegliere tra due diverse
strategie di valutazione dell’efficacia clinica: 1) dimostrare
la superiorita del nuovo farmaco rispetto al gold standard
della stessa classe (ad esempio, confrontando un nuovo

antiaggregante piastrinico verso aspirina); 2) dimostrare
effetti additivi del nuovo farmaco somministrato in as-
sociazione con il gold standard della stessa classe (nuovo
antiaggregante piu aspirina verso aspirina).

La verifica della validita dell’ipotesi primaria
puo essere compromessa da molteplici fattori

Tra questi, sembra utile considerare una sopravalutazione
deH'importanza di un determinato meccanismo di malat-
tia, oppure il verificarsi di effetti “off-target” del farmaco
sperimentale che mascherano parzialmente o compieta-
mente il suo potenziale beneficio clinico. Esempio della
prima evenienza é rappresentato dall’insuccesso recente
di un antagonista del recettore del trombossano A2 (TP),
terutroban, di cui non e stato possibile dimostrare la
superiorita rispetto all’aspirina a basse dosi in uno studio
di fase 3 (PERFORM) di circa 19.000 pazienti con un
recente episodio cerebrovascolare di natura ischemica.
Probabilmente, I'importanza fisiopatologica di agonisti
del recettore TP insensibili a basse dosi di aspirina (ad
esempio, alcuni Fi-isoprostani) nella genesi dell'ictus
cerebrale e inferiore a quella ipotizzata. Esempio del-
la seconda evenienza & rappresentato dall'insuccesso
recente di un inibitore della Cholesteryl Ester Transfer
Protein (CETP), torcetrapib, nel ridurre gli eventi vasco-
lari maggiori in uno studio di fase 3 (ILLUMINATE) di
circa 15.000 pazienti ad alto rischio. Probabilmente, un
effetto off-target del torcetrapib sulla pressione arteriosa
e responsabile di questo insuccesso.

Definizione deH'end-point primario
e sua importanza per stabilire
la validita di un trial

Lend-point primario di un trial clinico rappresenta la
variabile (biochimica, funzionale o clinica) o I'insieme
di variabili (ad esempio, un insieme di eventi vascolari
maggiori come l'infarto miocardico, l'ictus cerebrale e la
morte per cause vascolari) scelta(e) dagli sperimentatori
come parametro di cui misurare le variazioni (nel caso
di una variabile continua, come il livello di colesterolo o
il livello pressorio) o la frequenza (nel caso di un evento
che complichi la storia naturale della malattia), in funzio-
ne del trattamento randomizzato. Negli studi di fase 1,
I'’end-point primario é rappresentato da parametri emato-
chimici e farmacocinetici. Negli studi di fase 2, vengono
abitualmente valutati end-point farmacodinamici. Negli
studi di fase 3/4, I’end-point primario & rappresentato
da eventi di chiara rilevanza clinica per una determinata
patologia (ad esempio, complicanze aterotrombotiche
e/o mortalitd). La definizione dell’end-point primario (e
di quelli secondari) nel protocollo di studio rappresenta
una dichiarazione d’intenti e un vincolo, nel senso che &
sulla differenza di quel parametro che saranno valutate
I’efficacia e/0 la sicurezza di un trattamento sperimentale e
non su altri parametri. E importante valutare criticamente
la natura deH’end-point primario di efficacia, perché non
sempre si tratta di reali indicatori di efficacia clinica.
Ad esempio, la valutazione del tempo alla progressione
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della malattia neoplastica e della sopravvivenza libera da
progressione viene utilizzata in studi clinici di fase 2/3
di nuovi farmaci antitumorali come “surrogato” della
sopravvivenza complessiva dei pazienti, e capita non
di rado di vedere approvati nuovi farmaci sulla base di
un singolo studio — relativamente piccolo — che utilizza
questi end-point surrogati, non perché questo sia scien-
tificamente giustificato ma principalmente a causa delle
pressioni psicologiche e di altra natura che operano sulle
autorita regolatorie in campo oncologico. La recente revo-
ca da parte della FDA dell'indicazione del bevacizumab
(Avastin™) per il carcinoma mammario (approvata sulla
base di un singolo studio di questo tipo) & esemplificativa
dei potenziali fallimenti di questo approccio.

End-point surrogati sono anche la misurazione della
pressione arteriosa (per nuovi farmaci antipertensivi),
della glicemia e dell'emoglobina glicata (per nuovi farmaci
antidiabetici) o dei livelli di mRNA virale nel plasma (per
nuovi farmaci antiretrovirali). Il valore predittivo di questi
end-point surrogati nei confronti degli outcome clinici &
variabile e due farmaci che hanno lo stesso effetto su un
end-point surrogato possono avere effetti molto diversi
sulloutcome clinico.

~ Un trial clinico va giudicato in base ai risultati
_ riguardanti Pend-point primario nellintera
. popolazione di pazienti randomizzati

Se la differenza osservata nellincidenza dellend-point
primario tra gruppo sperimentale e gruppo di controllo &
statisticamente significativa, questo & un risultato positivo.
Se non lo &, questo & un risultato negativo (o comunque
non interpretabile in maniera univoca, perché i limiti
dell'intervallo di confidenza al 95% del rischio relativo
sono uno al di sotto e uno al di sopra detl'unita, indican-
do che i risultati sono compatibili sia con un'ipotesi di
riduzione del rischio dell'evento scelto come end-point
primario che con un’ipotesi di aumento del rischio). In
questo caso, tutto quello che leggiamo sugli end-point
secondari e nelle analisi per sottogruppi non ha alcun
valore (se non quello descrittivo e di generatore di nuove
ipotesi), anche se enfatizzato dagli autori dello studio nel
tentativo di far passare come positivo uno studio negati-
vo. La ragione di questa affermazione di principio & che
il calcolo della dimensione del campione ¢ stato fatto
sullend-point primario e non su quelli secondari. Inoltre,
quanto pitt grande ¢ il numero di questi tanto maggiore & la
probabilita che una differenza apparentemente significativa
in un end-point secondario si verifichi per caso. Le analisi
per sottogruppi hanno scarso valore perché scardinano il
meccanismo della randomizzazione (a meno che la varia-
bile d'interesse non sia stata identificata a priori e i pazienti
stratificati in base a questa variabile) e perché, esaminando
pitt piccoli numeri di pazienti (e di eventi) rispetto all'intera
popolazione, perdono il potere statistico di cui era dotato
lo studio nel suo insieme. Inoltre, quanti pilt sottogruppi
vengono esaminati tanto pitt aumenta la probabilita che
uno di questi si comporti in maniera difforme dal risultato
complessivo nell'intera popolazione studiata, per il gioco
del caso. Esemplare in tal senso & lanalisi per sottogruppi
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in base al segno zodiacale di nascita dei pazienti arruolad
nello studio ISIS-2 (Lancet 1988;2:349-60), che suggeriva
che i pazienti con infarto acuto nati sotto il segno dei
gemelli o della bilancia non fossero protetti dall’aspirina,
rispetto a un risultato complessivo di riduzione della mor-
talita di circa un quarto nell'intera popolazione studiata di
oltre 17.000 pazienti. Un’analisi analoga (non pubblicata)
fatta sul Physicians’ Health Study suggeriva che la capacita
dell’aspirina di prevenire un primo infarto in circa 22.000
medici americani di genere maschile fosse compromessa
nei nati sotto il segno dello scorpione, ma chiaramente
dimostrabile in tutti ghi altri (compresi quelli nati sotto il
segno dei gemelli e della bilancia).

Laddove tendiamo a sorridere di fronte a questi risultati,
la tendenza prevalente ¢ a prendere molto seriamente i
risultati delle analisi per sottogruppi, particolarmente
quando soddisfano certe aspettative di caraitere fisiopato-
logico o sono in linea con i dogmi dominanti in un certo
campo. In realta, i risultati delle analisi per sottogruppi
hanno lo stesso valore, che si tratti di segni zodiacali o
di sofisticati marker biochimici o genetici. La stima piit
attendibile del beneficio del trattamento sperimentale in
un particolare sottogruppo di pazienti di nostro interesse
ce la da il risultato complessivo (se positivo) applicato
proporzionalmente ai pazienti di quel sottogruppo. Se
facciamo a fette una torta di cioccolato, ci dobbiamo
aspettare che ogni fetta (anche la piu sottile) sia di cioc-
colato e sorprenderci fortemente del contrario.

_ Il calcolo corretto della dimensione del campione
& & essenziale per testare lipotesi di uno studio

La sezione statistica di un trial clinico e Panalisi statistica
dei suoi risultati incute un certo timore reverenziale, dietro
il quale spesso ci si trincera per non leggerli. In realta,
non ¢’ bisogno di particolari nozioni di statistica per
guardare (¢ importante farlo) com’e stato fatto il calcolo
della dimensione del campione. Perché le ipotesi che
sono state formulate dagli autori in termini di frequenza
attesa dell'end-point primario nel gruppo di controllo e
di differenza attesa tra i due trattamenti randomizzati (le
due variabili che concorrono al dimensionamento dello
studio) ci atuteranno a leggere e interpretare i risultati,
confrontando l'atteso con l'osservato. Questo esercizio sara
particolarmente utile nei confronti di un risultato negativo,
perché questo spesso dipende da ipotesi shagliate (poco
realistiche) fatte nel calcolo della dimensione del campione.
Ovviamente, quanto pilt bassa & la frequenza attesa
dell’end-point primario nel gruppo di controllo e quanto
pill piccola ¢ la differenza ipotizzata tra i due gruppi di
trattamento, tanto maggiore sara la dimensione del cam-
pione necessaria per testare Iipotesi primaria dello studio.
Formule statistiche relativamente semplici consentono di
calcolare il potere statistico dello studio, e ciot la proba-
bilita (che dovrebbe essere nell'ordine dell’80-90%) di
dimostrare come statisticamente significativa la differenza
ipotizzata. La scelta della dimensione del campione rap-
presenta — a volte — un compromesso tra la plausibilita
biologica della differenza attesa e il costo del trial clinico.
E chiaro che ipotizzando che un nuovo farmaco antiag-
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gregante piastrinico riduca il rischio di eventi vascolari
maggiori del 50% rispetto all’aspirina, sara necessario
un numero relativamente piccolo (circa un migliaio) di
pazienti per testare questa ipotesi. Tuttavia, data la natura
multifattoriale dell’aterotrombosi, questa ipotesi non &
biologicamente plausibile. Piu verosimilmente, il nuovo
farmaco potrebbe ridurre il rischio del 10-15% rispetto al
trattamento standard. Per testare questa ipotesi piu con-
servativa (e biologicamente plausibile) occorrono circa
20.000 pazienti. Gli interessi della comunita medico-
scientifica e quelli delle aziende farmaceutiche non sono
sempre necessariamente coincidenti. Compito specifico
dei Comitati Etici € quello di verificare che il “compro-
messo” raggiunto per conciliare la plausibilita biologica
dell'ipotesi con il costo dello studio sia compatibile con
la tutela degli interessi dei pazienti. C’¢ una quantita
impressionante di trial clinici con risultati negativi o non
conclusivi, che si possono, spesso, spiegare con un’ipo-
tesi primaria poco plausibile e/o con una dimensione
dell’effetto atteso poco realistica. Gli effetti collaterali
gravi subiti, inutilmente, dai pazienti nell’'ambito di trial
clinici “sbagliati” non vanno considerati alla stregua di
una catastrofe naturale, ma pensati come errori medici
largamente evitabili.

Analisi dei risultati

L'cmalisi dei risultati va incentrata sul rischio
relativo (RR) dell’end-point primario,

cioe il rapporto tra lafrequenza nel gruppo
speiimentale e quella nel gruppo di controllo

Questo numero se inferiore a 1 indica una riduzione del
rischio (ad esempio, un RR=0,85 indica una riduzione
relativa del rischio del 15%), se superiore a 1 indica un au-
mento del rischio (ad esempio, un RR=1,25 indica un au-
mento del rischio del 25%). Questo numero rappresenta
una stima “puntuale” del rischio relativo di un trattamento
verso l'altro; la statistica ci aiuta a capire l'incertezza che
c’e intorno a questa stima puntuale, attraverso l'intervallo
di confidenza al 95%. Gli estremi di questo intervallo ci
fanno capire se la differenza osservata tra i due trattamenti
é statisticamente significativa (quando gli estremi sono
entrambi inferiori a 1, nel caso di un trattamento speri-
mentale efficace nel prevenire gli eventi che compongono
I'end-point primario) oppure no. Quanto piu stretto &
I'intervallo e, soprattutto, quanto piu lontano dall’unita
(RR=1 significa identita tra i due trattamenti) e il limite
superiore deH'intervallo tanto piu avremo confidenza nella
stima puntuale. Il valore di P € un valore di probabilita e ci
dice quali sono le probabilita che la differenza osservata sia
dovuta al caso e non al diverso trattamento randomizzato;
per convenzione, si accetta una probabilita inferiore al 5%
che corrisponde a un P < 0,05.

Nell’'analizzare i risultati del trial in termini di sicurezza
del nuovo farmaco rispetto al controllo dovremo tener
conto che gli effetti collaterali gravi hanno una frequenza
relativamente bassa e che il calcolo della dimensione del
campione e stato fatto su una frequenza attesa di eventi

dell’end-point primario di efficacia - di solito - piu al-
ta. Quindi, lo studio, anche grande, non ha spesso un
potere statistico adeguato per valutare attendibilmente
differenze in eventi piu rari. In questo caso, ponendoci
sempre rispetto ai risultati dalla parte dei nostri pazienti,
dovremo valutare seriamente anche differenze che non
raggiungono la significativita statistica ma che riguardano
complicanze gravi, soprattutto quando le differenze osser-
vate sono hiologicamente e farmacologicamente plausibili
(ad esempio, una maggiore incidenza di complicanze
emorragiche gravi associate all'uso di un trattamento
antiaggregante o anticoagulante piu efficace del controllo
nel prevenire le complicanze trombotiche).

Come valutare il rapporto beneficio/rischio
di un nuovo trattamento

Utilizzando il tasso annualizzato dell’outcome primario
nei due gruppi, possiamo calcolare la riduzione assoluta
del rischio o beneficio assoluto del trattamento e da
questo ricavare il valore di NNT (Number Needed to Treat,
o numero di pazienti necessario da trattare per evitare
un evento). Ad esempio, se il tasso di eventi vascolari
maggiori ¢ del 10% per anno nel gruppo di controllo e
dell’8% per anno nel gruppo sperimentale, il beneficio
assoluto del trattamento consiste nell’evitare 2 eventi per
100 pazienti trattati per un anno con il farmaco speri-
mentale, o 20 per 1.000; dividendo 1.000:20 si ottiene
un NNT=50.

Facendo un’operazione analoga con il tasso annualizzato
di eventi dell’end-point di sicurezza si puo calcolare il
valore di NNH (Number Needed to Harm, o numero di
pazienti da trattare per causare un evento dannoso). Il
confronto tra i valori di NNT e di NNH ci aiuta a valu-
tare il bilancio tra potenziali benefici e potenziali rischi
derivanti dall’applicazione del trattamento sperimentale a
pazienti con caratteristiche analoghe a quelli reclutati nel
trial clinico (spesso altamente selezionati, ad esempio, per
essere ad alto rischio di complicanze aterotrombotiche e
a basso rischio di complicanze emorragiche, nel caso in
cui si confronti un nuovo antiaggregante piastrinico verso
10 standard di riferimento).

11 limite maggiore di tutte le analisi fatte sopra é che de-
rivano da una stima puntuale del rischio relativo di un
singolo studio, con la sua incertezza statistica piu 0 meno
ampia. Al fine di ridurre questa incertezza e ottenere
una stima piu accurata degli effetti benefici (o dannosi)
di un certo trattamento, si ricorre periodicamente a una
metanalisi di tutti gli studi che hanno valutato lo stesso
trattamento o trattamenti analoghi utilizzando lo stes-
so end-point primario. La metanalisi rappresenta uno
strumento statistico per verificare se esista omogeneita o
eterogeneita nella stima degli effetti di uno o piu farmaci
appartenenti alla stessa classe terapeutica, cosi come
sono stati registrati in trial clinici diversi. In assenza di
eterogeneita statisticamente significativa di queste diverse
valutazioni dei benefici (o dei danni) del trattamento, la
metanalisi fornisce una stima della dimensione dell’effetto
che tiene conto dei risultati dei diversi studi. | risultati
della metanalisi, in quanto basati su un numero pit am-



pio di pazienti studiati e di eventi registrati, danno una
stima piu accurata (meno incerta) della reale dimensione
degli effetti del trattamento.

Valutazione comparativa
di benefici e rischi
di un trattamento farmacologico

La somministrazione di qualunque farmaco comporta
un rischio di effetti collaterali piu o meno gravi. La
loro valutazione quantitativa in assenza di un adeguato
gruppo di controllo risulta elusiva, sia perché lo stato di
malattia per il quale il farmaco viene somministrato puo
associarsi a disturbi soggettivi e complicanze, sia perché
anche la somministrazione di un placebo si accompagna
a una variegata sintomatologia (nausea, vomito, dispepsia
ecc.), in funzione delle risposte fisiologiche evocate dalle
aspettative del paziente. Pertanto, I’accertamento degli
effetti collaterali piu frequenti (quelli che interessano
> 10% dei pazienti trattati) puo essere fatto rigorosamente
soltanto attraverso studi clinici controllati e randomiz-
zati. Tuttavia, la bassa incidenza (ad esempio 0,1-1%)
di effetti collaterali gravi puo eludere la capacita di uno
studio clinico randomizzato di dimostrare una differenza
statisticamente significativa verso il gruppo di controllo
per le considerazioni fatte nella sezione precedente. Il
numero di anni-paziente di esposizione al nuovo farmaco
durante i trial clinici di fase 3 e relativamente modesto
rispetto all’esposizione al nuovo medicamento dopo la
sua commercializzazione. Pertanto, aspetti importanti
della tossicita di un nuovo (o vecchio) farmaco possono
emergere anni o decenni dopo il suo utilizzo su larga scala.
Basti pensare alle complicanze cardiovascolari dei FANS,
largamente ignorate per alcuni decenni ed emerse soltanto
in seguito allaintroduzione di una nuova classe di inibitori
della COX-2, i coxib, studiati per la prima volta in trial
clinici di ampie dimensioni e di lunga durata. In questo
caso, dopo i “segnali” di singoli studi del rofecoxib (prima
il VIGOR, poi lo studio APPROVe che indusse la Merck a
ritirarlo dal mercato), una metanalisi di tutti i trial clinici
di 5 diversi coxib consenti di dimostrare che si trattava di
un effetto di classe dipendente dal meccanismo d’azione
di questi farmaci; di quantizzare con maggiore precisione
le dimensioni del rischio di eventi vascolari maggiori (per
lo piu, l'infarto miocardio non fatale); e di suggerire - per
la prima volta - che un rischio analogo fosse attribuibile
ad alcuni FANS tradizionali di ampia utilizzazione.

Piu problematico risulta il confronto del rischio relativo
di una stessa complicanza grave associato all'uso di far-
maci diversi della stessa classe. Negli studi osservazionali
dei FANS tradizionali, il rischio relativo di complicanze
emorragiche del tratto gastrointestinale superiore risultava
sistematicamente piu basso per alcuni farmaci (paraceta-
molo e ibuprofene) rispetto ad altri (diclofenac, naprossene
ecc.) probabilmente perché le dosi giornaliere che i pazienti
sceglievano di utilizzare erano piu basse per gli uni rispetto
agli altri. Tuttavia, la plausibilita che i FANS tradizionali -
come classe - aumentino il rischio di queste complicanze
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di 2-4 volte, cosi come suggerito dagli studi osservazionali,
& supportata dai risultati dei trial randomizzati dei coxib
verso FANS tradizionali che hanno dimostrato una ridu-
zione del 50-75% nel rischio di eventi gastrointestinali
maggiori associata all’'uso dei primi rispetto ai secondi.
Nel confrontare i dati sulla sicurezza dei farmaci che
derivano dagli studi osservazionali con quelli che possia-
mo desumere dai trial clinici randomizzati, € importante
tener presente che gli studi osservazionali registrano il
verificarsi di eventi in una popolazione generale di sog-
getti non selezionati in base a rigidi criteri di inclusione
e di esclusione, cosi come invece avviene in un trial
clinico randomizzato. Questi ultimi tendono a sotto-
rappresentare alcuni fattori di rischio (ad esempio, I'eta
avanzata e la storia pregressa delle stesse complicanze)
che possono amplificare gli effetti del trattamento farma-
cologico sull’outcome d’interesse, come dimostrato dagli
studi osservazionali (Figura 4.2).

Nel caso deU’aspirina a basse dosi utilizzata in preven-
zione primaria, una stima accurata del rischio di sangui-
namenti extra-cranici maggiori € venuta da una meta-
nalisi dei dati individuali dei circa 95.000 partecipanti
randomizzati in 6 diversi trial clinici. Questa metanalisi
ha dimostrato che i fattori di rischio per le complicanze
emorragiche si sovrappongono per lo piu ai fattori di
rischio per le complicanze aterotrombotiche, suggerendo
che il rapporto tra il numero di eventi vascolari evitati e il
numero di sanguinamenti maggiori causati dal trattamen-
to con aspirina rimanga sostanzialmente costante a livelli
diversi di rischio cardiovascolare calcolato al momento
dell’arruolamento (Figura 4.3).
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Figura 4.2 Stime del tasso annuale di complicanze gastrointe-
stinali in soggetti di genere maschile, in relazione all’eta, alla storia
personale e all'uso di aspirina a basse dosi. Per ciascun decennio di
eta, i diversi simboli esprimono una diversa storia personale, come
indicato all'interno della figura. | simboli vuoti descrivono i tassi di
complicanze nella popolazione generale non trattata con aspirina,
mentre i simboli pieni descrivono i tassi di complicanze associati
all'uso regolare di aspirina a basse dosi. Le linee verticali che con-
giungono ciascuna coppia di simboli denotano I'eccesso assoluto
di complicanze causate dall'aspirina in ciascun sottogruppo della
popolazione trattata. (Da: Patrono C, Garcia Rodriguez LA, Landolfi R
Baigent C. Low-dose aspirin for thé prevention of atherothrombosis.
N Engl J Med 2005;353:2373-83, modificata)
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Quindi, gli studi osservazionali, i trial clinici randomiz-
zati e le metanalisi di questi studi sono stranienti fon-
damentali (e tra loro complementari) nella valutazione
integrata deH’efficacia e sicurezza dei farmaci.

Uno sguardo al futuro

Favorire il rapido trasferimento dei modelli
sperimentali al letto del malato

Storicamente, gli studi di fase 1 sono sempre stati ese-
guiti nel volontario sano (con le eccezioni notate sopra).
Tuttavia, per il futuro si prospettano scenari diversi, con
una progressiva sostituzione degli studi sul volontario a
favore sia di un potenziamento di fasi di transizione pre-
clinicaZclinica in silico (con modellistica ad hoc), che di
un maggior coinvolgimento del paziente nelle fasi precoci
della sperimentazione clinica. Gli studi di fase | nel pa-
ziente presentano molteplici vantaggi: e infatti possibile
eseguire all'interno di tali sperimentazioni anche delle
valutazioni pit squisitamente di tipo farmacodinamico,
che permettano di: a) identificare biomarker precoci di
risposta alla terapia; b) favorire il rapido trasferimento
di nuove strategie terapeutiche dai modelli sperimentali
animali alla clinica (translational medicine); c) esplorare
nuovi meccanismi d’azione e/o nuove possibili proprieta
terapeutiche (studi proof of concept). Non a caso, questo
tipo di studi & oggi fortemente incentivato sia dalle case
farmaceutiche (attraverso grant e cali for proposai) che
dall’AIFA attraverso i bandi per la ricerca indipendente.
Questo tipo di studi presenta vantaggi considerevoli
anche nel caso di farmaci indirizzati alle patologie rare
per molte delle quali, in assenza di reali trattamenti te-
rapeutici, vi & necessita di determinare in tempi rapidi
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la possibile efficacia di potenziali nuovi farmaci (Postion
Paper della Societa Italiana di Farmacologia, 2010).

Rendere piu efficiente la verifica
dell’efficacia clinica

Per quanto riguarda le fasi successive dello sviluppo cli-
nico, & auspicabile uno sforzo concertato della comunita
medico-scientifica, dell'industria farmaceutica e delle
autorita regolatorie per rendere piu efficiente la verifica
dell’efficacia e sicurezza di nuovi farmaci attraverso lo
sviluppo di biomarker (molecolari o genetici) in grado
di identificare sottogruppi di pazienti particolarmente
suscettibili agli effetti benefici o a quelli dannosi di un
trattamento sperimentale. Una iniziativa congiunta della
Commissione Europea e dell’Associazione Europea delle
Industrie Farmaceutiche (EFPIA) all’interno del 7° Pro-
gramma Quadro, la Innovative Medicines Initiative (IM1),
va in questa direzione finanziando progetti di ricerca
finalizzati allo sviluppo di biomarker in grado di predire
efficacia e/o tossicita dei farmaci (www.imi.europa.eu).

Rendere piu rapido il processo di approvazione
difarmaci altamente “specializzati”

Alcuni oncologi sostengono la necessita che I'approvazio-
ne di farmaci antitumorali innovativi avvenga sulla base
di studi di fase 1 con risultati particolarmente brillanti
in sottogruppi di pazienti selezionati per essere portatori
di alterazioni genetiche/molecolari che il farmaco “highly
targeted” e in grado di modificare (Chabner, 2011). Le
implicazioni etiche e regolatorie di un processo accelerato
di approvazione di questi farmaci in ambito oncologico
dovrebbero diventare argomenti prioritari di un’agenda
per il futuro.

Rischio coronarico a 5 anni>10%
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Effetti di un trattamento con aspirina stimati dai dati individuali dei trial di prevenzione primaria in due diverse categorie di

rischio coronarico a 5 anni. Tre diversi outcome sono stati analizzati nel gruppo trattato con aspirina (A) e nel gruppo di controllo (C):
sanguinamene gastrointestinali (o altri non cerebrali) non fatali (colonne blu); eventi vascolari non fatali (colonne grige); e mortalita
vascolare (compresi i sanguinamene fatali) (colonne azzurre). A. Effetti dell'aspirina in soggetti con rischio coronarico stimato a 5 anni
inferiore al 5%. B. Effetti dell'aspirina in soggetti con rischio coronarico stimato a 5 anni superiore al 10%. (Da: ATT Collaboration. Aspirin
in the primary and secondary prevention of vascular disease: collaborative meta-analysis of individual participant data from randomised

trials. Lancet 2009;373:1849-60, modificata)


http://www.imi.europa.eu

Migliorare la personalizzazione
dei trattamenti

Iniziativa altrettanto importante e quella del National
Institutes of Health (NIH) e della FDA in USA per aiutare
I'industria farmaceutica a integrare la farmacogeneti-
ca nel processo di sviluppo clinico. Il successo della
“medicina personalizzata” dipende dall’avere test dia-
gnostici accurati in grado di identificare i pazienti che
possono trarre beneficio da terapie mirate. A tutt’oggi,
circa il 10% dei foglietti illustrativi di farmaci approvati
contengono informazioni di carattere farmacogenetico.
Un esempio e rappresentato dallo sviluppo di test dia-
gnostici per determinare quali tumori della mammella
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sovra-esprimono Human Epidemial growth factor Re-
ceptor type 2 (HER 2), che si associa con una prognosi
peggiore ma ha valore predittivo nei confronti di una
migliore risposta al trastuzumab. Attraverso i progressi
in questo campo, ¢ realistico attendersi di vedere trial
clinici piu efficienti in quanto basati su una compren-
sione piu approfondita delle basi genetiche della ma-
lattia. E anche possibile ipotizzare che alcuni farmaci
precedentemente scartati durante lo sviluppo clinico o
ritirati dal commercio si dimostrino efficaci e sicuri in
sottogruppi di pazienti con specifici biomarker genetici
(Hamburg e Collins, NEJM, 2010). Indubbiamente, il
futuro e appena cominciato!

Il percorso di sviluppo clinico di un nuovo farmaco & contrassegnato da quattro fasi
di variabile durata, ampiezza, tipo di end-point primario e probabilita di successo.

Il trial clinico randomizzato e controllato di fase 3 fornisce i dati di efficacia e
sicurezza, la cui valutazione da parte delle autorita regolatone pud portare alla
commercializzazione del nuovo farmaco o all'approvazione di una nuova indicazione
per un farmaco gia prescrivibile.

L'accertamento della sicurezza di un nuovo trattamento farmacologico pud essere
fatto soltanto in maniera preliminare negli studi di fase 3 e deve continuare dopo
la eventuale approvazione del nuovo farmaco nella fase 4, soprattutto attraverso gli

strumenti della farmacovigilanza e degli studi osservazionali.
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Aspetti quantitativi e qualitativi
dell'interazione farmaco-recettore

G. Enrico Rovati, Valérie Capra

Obiettivi formativi

Acquisire le basi teoriche e pratiche per comprendere i meccanismi molecolari dell'azione dei farmaci

(farmacodinamica)

Acquisire nozioni di base sui parametri quantitativi (affinita, capacita, potenza, efficacia, attivita
intrinseca) e sugli aspetti qualitativi (cooperativita, ortosterismo e allosterismo) che regolano

l'interazione farmaco-recettore

Acquisire i concetti base di curve dose-risposta, fino ad arrivare alle definizioni farmacodinamiche
delle varie classi di farmaci, seguendo l'evoluzione delle teorie dell'interazione farmaco-recettore dalla

nascita ai giorni nostri

Con il termine “farmaco” (dal grecofarmakon, principio
attivo) si intende qualunque molecola dotata di attivita
biologica: quindi, non soltanto sostanze dotate di pro-
prietd terapeutiche (farmaci in senso stretto), ma anche
sostanze endogene, quali ormoni, neurormoni, neurotra-
smettitori, autacoidi e sostanze, per lo piu esogene, diin-
teresse prevalentemente tossicologico. Per generare il loro
effetto biologico, la maggior parte dei farmaci (non tutti:
vedi oltre) deve interagire con macromolecole specifiche,
per lo piu di natura proteica, presenti sulla superficie o
all'interno della cellula, definite con il termine generico
di “recettori” e dotate di funzione propria. Un farmaco
quindi non crea un effetto, ma modula una funzione pre-
esistente alterando lo stato funzionale del suo recettore.

Generalita e proprieta del recettore

| recettori per ifarmaci sono molecole rilevanti
per lefunzioni cellulari

Il termine “recettore” e classicamente riservato alle macro-
molecole cellulari (proteine) deputate al riconoscimento
di sostanze chimiche endogene (neurotrasmettitori, or-
moni, fattori di crescita, autacoidi ecc.) e alla generazione
di risposte biologiche. Talvolta il termine & usato anche
per indicare il bersaglio molecolare dei farmaci, cioe la
macromolecola a cui il farmaco si lega e di cui modifica
la funzione. Ad esempio, il bersaglio molecolare della D-
tubocurarina (un farmaco che provoca paralisi muscolare)
e il recettore per il neurotrasmettitore acetilcolina; invece

il bersaglio molecolare della digossina (un glicoside car-
dioattivo usato in molte patologie cardiache) & un enzima
che trasporta ioni attraverso la membrana cellulare, la
pompa Na+/K+ATPasi.

Fra i farmaci il cui sito d’azione e un enzima, il piu
utilizzato & probabilmente I'aspirina, che deve la sua
azione antinflammatoria e analgesica alla sua capacita
di acetilare, e quindi inibire, la ciclo ossigenasi, enzima
responsabile della formazione delle prostaglandine (vedi
Capitolo 44). Trai farmaci i cui bersagli sono canali ionici
ci sono i calcio-antagonisti (usati per lo piu nella terapia
cardiovascolare) e gli anestetici locali. Molti antibiotici e
antimitotici hanno come “recettore” uno degli acidi nu-
cleici, RNA o DNA, mentre la colchicina, farmaco usato
nella terapia della gotta, & in grado di interferire con il
processo di polimerizzazione della tubulina, molecola
fondamentale del citoscheletro. E da tenere presente che
farmaci anche di categoria diversa possono interagire
con recettori situati su una medesima macromolecola o
complesso macromolecolare: & questo il caso del neuro-
trasmettitore GABA, delle benzodiazepine (ansiolitici) e
dei barbiturici (ipnotico-sedativi). Tutti e tre i farmaci
(endogeno il GABA, esogeni gli altri) interagiscono con lo
stesso complesso eteromerico, chiamato recettore GABAa
e presente in numerose cellule del sistema nervoso centra-
le (vedi Capitolo 37): tuttavia ciascuno di essi riconosce
e si lega a un suo “sito di legame” distinto, presente nel
complesso macromolecolare che forma il recettore GABAa.
Non sempre sono note l'identita o la funzione del re-
cettore di un farmaco. In alcuni casi, I'identificazione di
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recettori per sostanze esogene ha preceduto la scoperta
del ligando naturale “endogeno”. E questo il caso dei
recettori per gli oppioidi: il riconoscimento dell’esistenza
di recettori specifici per la morfina, un agente esogeno,
avvenne all’inizio degli anni 70 e stimolo la ricerca di
sostanze endogene che si legassero normalmente a tale
recettore. Da questa ricerca & poi scaturita I'importante
scoperta di encefaline ed endorfine (vedi Capitolo 42).

Non tutti ifarmaci interagiscono con un recettore

E importante ricordare che non tutti i farmaci richie-
dono un recettore per esplicare la loro azione: € chiaro,
ad esempio, che le proprieta disinfettanti dell’acqua
ossigenata sono dovute alle sue generali caratteristiche
ossidanti; analogamente, l'uso del bicarbonato contro
I'acidita gastrica non riflette I’'esistenza di un recettore,
ma semplicemente le sue caratteristiche acido-base;
ancora, esistono farmaci che devono le loro azioni a
proprieta osmotiche (certi lassativi) o surfattanti (di-
sinfettanti). In generale, si puo affermare che i farmaci
che non esplicano il loro effetto attraverso un recettore
agiscono a concentrazioni nettamente piu alte di quelli
la cui azione é invece mediata da un recettore specifico.
Inoltre, molti farmaci possono anche legarsi, oltre che
a recettori specifici, anche a componenti tessutali e a
proteine piasmatiche senza indurre effetti biologici; in
questo caso i siti di legame possono avere funzione di
deposito o di trasporto del farmaco.

Per molti farmaci, l'attivita biologica ¢ dovuta
allaformazione di un complesso con i loro recettori

Nella restante parte di questo capitolo, si prendera in
considerazione l'interazione di agenti con i loro recettori
secondo la modalita che presuppone un’interazione re-
versibile e stechiometrica tra farmaco e recettore secondo
la legge di azione delle masse (modello matematico che
spiega e predice il comportamento di molecole libere in
soluzione in equilibrio dinamico tra loro). Questa ¢ la
modalita piu diffusa per le sostanze endogene (ormoni,
neurotrasmettitori ecc.). Non verranno quindi conside-
rate le interazioni che presuppongono una modificazione
covalente del bersaglio da parte del farmaco (come av-
viene, ad esempio, nel caso deH’aspirina).

Si puo pertanto schematizzare l'interazione farmaco-
recettore nel modo seguente:

R + X « RX [i]

dove R rappresenta il recettore, X il farmaco (cioe, il “li-
gando” per un determinato recettore) e RX il complesso
farmaco-recettore. La reazione avviene generalmente in
condizioni di eccesso di farmaco, Linterazione scatena
poi la serie di eventi che porteranno alla risposta finale
e che si puo schematizzare come segue:

effetto
finale [2]

tjv invii
RX - (RX) -

(evento biochimico
cellulare) n

Secondo questa ipotesi, che chiameremo “classica”, il
complesso RX - che puo eventualmente essere soggetto
a un cambiamento conformazionale, qui rappresentato

da (RX)* - e l'unica entita in grado di iniziare la serie di
eventi che porta all’effetto finale, mentre R o X, di per
sé, sono inattivi. La produzione di una risposta biologi-
ca finale comporta anche, nel caso di molti ma non di
tutti i recettori, la formazione intermedia di un secondo
messaggero o le variazioni di concentrazione di uno ione.

L’interazione trafarmaco e recettore & generalmente
mediata da legami chimici deboli

1 legami chimici che si possono formare in un mezzo
acquoso tra sostanze chimiche che giungono in contatto
tra loro possono essere ad alta e bassa energia. Gli ultimi
sono i pit comuni e si suddividono in: a) legami ionici
che si formano fra atomi con carica opposta; b) ponti
idrogeno in cui un atomo di idrogeno legato a un atomo
elettronattrattore, ad esempio ossigeno o azoto, si lega a
un altro atomo elettronattrattore; c) attrazioni di van der
Waals che si generano fra due atomi qualsiasi, che si trovi-
no a distanza molto ravvicinata, a opera delle loro cariche
elettriche fluttuanti; d) interazioni idrofobiche causate
dalle molecole di acqua che, per minimizzare I'effetto dei
gruppi idrofobici sui legami di idrogeno dell’acqua stessa,
costringono tali gruppi idrofobici a raggrupparsi fra di
loro. Tutte queste forze di legame hanno in comune la ca-
ratteristica di richiedere un’energia 20-200 volte inferiore
rispetto a quella necessaria per rompere i legami covalenti
(ad alta energia) che tengono insieme gli atomi di una
stessa molecola, e di essere appena piu forti dell’energia
media di una collisione termica a temperature fisiologiche.
Affinché il contatto tra un farmaco e il suo recettore per-
sista per un tempo significativo e sufficiente a generare
I’effetto biologico, occorre che il numero di legami a
bassa energia sia relativamente elevato. Inoltre, poiché i
legami chimici deboli si formano solo se gli atomi coin-
volti giungono in stretta vicinanza tra loro, € necessario
che la superficie della molecola di farmaco e quella della
molecola di recettore siano chimicamente complemen-
tari I'una all’altra (Figura 5.1). Questa complementarieta
farmaco-recettore & alla base della selettivita dell’intera-
zione farmacologica (Box 1).

E importante tuttavia ricordare che il farmaco puo rico-
noscere superfici molecolari complementari presenti su
macromolecole diverse dal suo “recettore” principale. Ad
esempio, i farmaci (3-2 agonisti (broncodilatatori) sono in
grado di attivare in modo specifico i recettori adrenergici
di tipo (3-2 presenti nella muscolatura bronchiale, ma a
concentrazioni piu alte sono anche in grado di produrre
un’importante attivazione dei recettori adrenergici di tipo
(3-1 presenti nel tessuto cardiaco. Il modello che meglio
spiega questo fenomeno prevede che i farmaci in questio-
ne abbiano un sito di legame altamente complementare
(e quindi si leghino saldamente) sul recettore (3-2. Sul
recettore (3-1 tale sito é solo parzialmente complementare
e il legame & piu labile; I'attivazione del recettore puo
pero diventare significativa se si aumenta la probabilita
di interazione tra farmaco e recettore, cioe se si aumenta
la concentrazione del farmaco, allungando quindi il
tempo di occupazione dei siti di legame disponibili nel
campione in esame. Quindi, la selettivita di un farmaco
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Capitolo 5

EEEED | Laformazione di legami deboli & responsabile del processo di riconoscimento tra farmaco e recettore. La molecola A
a causa del moto termico, incontra casualmente altre molecole (in questo esempio B € una molecola solubile, C e D sono proteine
intrinseche di membrana). Mentre con B e C si possono formare soltanto pochi legami deboli, che si scindono rapidamente, le superfici
di A e D sono complementari fra loro nelle zone di contatto e si formano numerosi legami; in questo caso l'interazione € piu duratura.

nei confronti di sottotipi dello stesso recettore ¢ anche
funzione della sua concentrazione.

Le interazioni farmaco-recettore possono essere
I reversibili o irreversibili

Il fatto che farmaco e recettore siano tenuti uniti tra loro
da forze chimiche deboli implica che nella maggior parte
dei casi I'interazione é limitata nel tempo: una molecola
di farmaco si stacca dal suo recettore, diffonde ed even-
tualmente si lega a un’altra molecola recettoriale, mentre
il sito sulla prima macromolecola rimane vacante finché
€ occupato da un’altra molecola di farmaco. Linterazione
farmaco-recettore & in questo caso reversibile (vedi [1]).
Quando il numero di legami chimici deboli & estrema-
mente elevato, come nel caso dell’interazione tra una
tossina paralizzante di cobra, alfa-bungarotossina, e il
recettore nicotinico per l'acetilcolina, I’'energia presente
nel sistema biologico puo essere insufficiente a causare il
distacco del farmaco dal suo recettore: in questo caso I'in-
terazione é irreversibile. Spesso le interazioni irreversibili
(o insormontabili, vedi oltre) sono causate dalla forma-
zione di legami covalenti tra farmaco e recettore, come
nel caso di aloalchilamine e recettori alfa-adrenergici.

Si ricorda che la trattazione matematica dell’interazione
farmaco-recettore esposta in questo capitolo si riferisce
a interazioni reversibili.

Per quanto riguarda le metodologie per lo studio del
legame farmaco-recettore, vedi CD: Approfondimento 5.1.
Metodiche di studio dei recettori.

Caratteristiche dell'interazione
farmaco-recettore

I principali parametri che caratterizzano I'interazione
di un farmaco con i suoi siti di legame specifici sono
generalmente determinati attraverso gli studi di binding
(legame); tali parametri sono: la costante di dissociazione;
la densita dei siti; le costanti cinetiche.

Come indicato dalla [1], la formazione del complesso
RX & una reazione reversibile e, come tale, possiede una
costante di equilibrio:

[RX]
IR] 1X]

Ka= [3]
dove [RX] é la concentrazione del complesso farmaco-
recettore all’equilibrio, e [R] e [X] rappresentano ri-
spettivamente le concentrazioni di recettore e farmaco
liberi all’equilibrio. Ka, definita costante di associazione
o di affinita, indica quanto la reazione & spostata verso
la formazione del complesso ed & pertanto correlata alla
forza del legame chimico tra farmaco e recettore (quindi
fondamentalmente al numero di legami chimici deboli
che si instaurano fra essi).

Per tradizione, pero, come indice dellaffinita di un far-
maco per il suo recettore & pitu frequentemente usata la
costante di equilibrio della reazione inversa, cioe della
reazione di dissociazione del complesso RX —aR + X,
in quanto ha le dimensioni di una concentrazione (ad
esempio, mol/l):

_ IR1[X] 1
Kd = [RX] K. M
I<d, denominata costante di dissociazione, & pertanto

inversamente correlata all’affinita del ligando per il
recettore.

Per densita dei siti, generalmente indicata con Braaxo R},
si intende il numero massimo di siti di legame presenti
per cellula. Il numero di siti coincide con il numero
massimo di molecole di ligando solo se ogni recettore
e legato da un’unica molecola di ligando, cioé se ogni
recettore possiede un unico sito di legame. La densita
dei siti puo essere espressa anche per unita di peso in
proteine cellulari, se lo studio & condotto su una frazione
subcellulare invece che su cellule intatte, o per unita di
peso di tessuto, oppure semplicemente in moli/I.

E importante ricordare che i parametri elencati finora
si riferiscono a situazioni di equilibrio, in cui il numero
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Criteri di identificazione di un recettore

Gli studi di binding permettono I'identificazione di siti di legame selettivi e saturabili per un determinato
ligando oltre alla determinazione della sua affinita per il recettore. Tuttavia, affinita, selettivita e saturabilita
(i recettori sono pochi e la reazione avviene in eccesso di farmaco, al contrario del binding non specifico;
vedi CD: Approfondimento 5.2. Esecuzione distudi di binding) sono condizioni necessarie, ma non sufficienti,

-5n 6 *

log Kdolog Ka

Correlazione fra attivitd biologica e legame al recettore per una
serie di agonisti e antagonisti. In questo esempio e correlata la
broncocostrizione indotta da vari leucotrieni (punti A-D) o l'inibi-
zione della stessa indotta da una serie di antagonisti (punti 1-6)
con laffinita ricavata da esperimenti di binding (saturazione o
competizione) alrecettore d i3H-LTD4. La correlazione é altamente
significativa (r2—0,85, p <0,001).

di molecole di complesso RX che si forma nell’'unita di
tempo e uguale al numero di molecole di complesso che
si dissocia.

Le costanti cinetiche sono le costanti di velocita della re-
azione diretta (formazione del complesso), Kon, e inversa
(scissione del complesso), KOfr, per cui vale la relazione:

Kr _

Kd
Kon 5]

Le costanti cinetiche regolano i tempi dell'interazione
farmaco-recettore; infatti, Kon & un indice del tempo
necessario per raggiungere I’equilibrio nella reazione di
legame del farmaco al recettore, mentre Koff & correlata
alla permanenza del complesso stesso. Kon dipende in
parte dalla facilita di accesso del farmaco al suo sito di
legame, che puo trovarsi, ad esempio, in una tasca interna
della macromolecola recettoriale. Sostituzioni chimiche
che conferiscano una particolare flessibilita alla mole-
cola di farmaco possono quindi comportare importanti
variazioni di Kon. Koff dipende in gran parte dal numero
di legami chimici deboli che si stabiliscono fra farmaco e
recettore; maggiore é la complementarieta chimico-fisica
tra farmaco e recettore, piu lenta é la loro dissociazione.
La dissociazione del complesso farmaco-recettore, in as-
senza di formazione di nuove molecole di complesso RX,
porta alla cessazione del segnale all’origine della risposta
biologica al farmaco.

per poter concludere che il sito identificato &€ realmente un
recettore; € infatti possibile che il ligando interagisca anche
con altre molecole cellulari (accettori) saturabili e dotate di
requisiti strutturali stringenti, come ad esempio enzimi, canali
ionici, trasportatori e altre. Per poter concludere che il sito di
legame identificato & il recettore responsabile di una data
attivita biologica, & necessario valutare la specificita farma-
cologica del sito di legame (qualunque agonista che agisce
su un particolare tipo di recettore fornisce sempre le stesse
risposte cellulari nella stessa cellula), il suo profilo farmacolo-
gico (possono cambiare ivalori assoluti delle affinitd, ma non
I'ordine di potenza dei vari agonisti o antagonisti) e infine
la correlazione tra attivita biologica e legame recettoriale.
In altre parole, dagli studi di binding bisognera ricavare le
Kd di una serie di agonisti e/o antagonisti, mentre dall'ana-
lisi delle curve dose-risposta si ricaveranno i valori di pD2
(agonisti) o pA2 (antagonisti) per gli stessi composti, cioe
le loro potenze. Si valutera poi se esiste una correlazione
fra queste due serie di valori, come mostrato nella figura 1.
E chiaro, quindi, che potenza e affinita, benché entrambe
correlate alla concentrazione/dose del farmaco e quindi due
facce della stessa medaglia, sono due parametri quantitativi
dell'interazione farmaco-recettore ben distinti e non vanno
mai utilizzati come sinonimi.

La relazionefra concentrazione difarmaco
e complesso fannaco-recettore
¢ situile all’equazione di Michaelis-Menten

Linterazione tra R e X presenta notevoli analogie sostan-
ziali e formali con l'interazione enzima-substrato. A par-
tire dalla definizione di Kd (vedi la [4]) e definendo [RT]
la concentrazione totale dei recettori, ne consegue che:

[Ri] = IR] + [RX; [e]

ricavando [R] dalla [4]:

Rl = Kd [RX]
e sostituendolo nella [6] si ottiene:
d

R = Rx) O RX ]

[X]

Riarrangiando la [8], si ottiene I'equazione fondamentafe
che correla la concentrazione di farmaco alla concentra-
zione del complesso RX:

MPM o [

[RX] =
Kd + [X] Kd + [X]

dove B (bound, “legato™ indica la concentrazione di
farmaco legato al recettore, equivalente a [RX], e Brrex &
equivalente a [Rr]m
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Capitolo S
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Isoterma di legame: concentrazione del complesso farmaco-recettore (RX o B) in funzione della concentrazione del farmaco

libero (X). In questo esempio, kd= 10 nM e RT= Bmax= 150 nM. Bna si ottiene dal valore del plateau a cui la curva tende asintoticamente;
Kd & pari alla concentrazione di farmaco che provoca la saturazione del 50% dei recettori presenti. A. Grafico in scala aritmetica. B. Gli

stessi dati di A in scala semilogaritmica.

La [9], che & formalmente uguale all’equazione di Mi-
chaelis-Menten, prende il nome di isoterma di legame o
isoterma di Langmuir, ed é rappresentata nella figura 5.2a
(iperbole rettangolare). La figura 5.2b rappresenta la stessa
equazione in grafico semilogaritmico (sigmoide).

Lisotenna di legame e le sue trasformazioni
lineali pennettono di ricavare i parametri
dell’interazione farmaco-recettore

Grazie all’esecuzione di un esperimento di binding
all’equilibrio con concentrazioni crescenti di ligando, si
possono costruire curve come quelle mostrate nella figura
5.2, dal cui esame derivano immediatamente i parametri
dell'interazione farmaco-recettore. Infatti, come indicato
anche in figura 5.2, RTcorrisponde al valore dell’asintoto
a cui la curva tende (plateau superiore della curva), men-
tre Ka, e numericamente identica alla concentrazione del
farmaco [X] necessaria per saturare il 50% di tutti i siti
presenti, cioé Kd é pari alla concentrazione di farmaco
libero [X] quando le quantita di recettore legato [RX] e
non legato [R] sono, all’equilibrio, uguali.

A queste conclusioni si arriva anche a partire dalla [9];
infatti, per X — °°, si ricava facilmente che RX —RT (op-
pure B—Bn®Y). Per RX pari a meta di Rx, si ottiene X = Kd.
L’equazione fondamentale che regola l'interazione far-
maco-recettore pud essere trasformata linearmente in
vari modi per ottenere grafici rettilinei, che rendono piu
facile I'interpolazione di dati sperimentali. La piu usata di
tali trasformazioni lineari & sicuramente quella secondo
Scatchard:

RX 1 [Rt]
RX
] ka X g roal
oppure
B .
B d i B [10b]
F K d Kd
dove F (fiee, libero ) é equivalente a [X],

Il grafico relativo alla [10] e rappresentato nella figura
5.3, dove & anche mostrato come & possibile ricavare

Kd ed Rj. Nonostante la rappresentazione grafica secon-
do Scatchard sia ancora utilizzata, I'analisi dei dati di
binding secondo la linearizzazione di Scatchard non é
piu considerata accettabile per I'elevato errore associato
alla determinazione dei parametri in presenza di errore
sperimentale o di recettori eterogenei. Attualmente, il
calcolo dei parametri prevede l'utilizzo di programmi al
calcolatore basati sull’isoterma di Langmuir (vedi [9]).

| recettori possono essere eterogenei

Quanto detto finora & valido nel caso in cui il ligando in
esame interagisca con una classe omogenea di recettori
(un solo tipo di recettore presente). Molto spesso si ve-
rifica il caso in cui sono in realta presenti piu sottotipi
recettoriali e il farmaco in esame potrebbe non essere
dotato di sufficiente selettivita per discriminare tra le sot-
topopolazioni recettoriali. Numerosi esempi di sottotipi
recettoriali verranno discussi nella sezione 3.

In presenza di sottotipi recettoriali multipli che differi-
scano fra loro per affinita e/o per numero, le curve di

20 -,
[Rrl
Kd
kjf 15-1
Q
] Pendenza = --—----
g 10 N kd
X
083
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4
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Figura 5.3 Grafico di Scatchard: trasformazione lineare dei dati
della figura 5.2. Bexsi ottiene dall'intercetta sull'asse delle ascisse,
e Kdsi ricava dal valore della pendenza della retta.
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interazione farmaco-recettore mostrate nelle figure 5.2A,
5.2b e 5.3 risultano modificate come mostrato nella figu-
ra 5.4. Se le differenze fra le figure 5.2a e 5.4a possono
sfuggire a un esame superficiale, il confronto fra le figure
5.2b e 5.4C indica che, mentre in presenza di un solo
tipo di recettori la curva si estende sull’asse delle ascisse
per circa 2 ordini di grandezza, quando siano presenti
due o piu sottotipi recettoriali tale curva diviene meno
ripida e piu estesa, eventualmente con un visibile punto
di flesso intermedio (Figura 5.4d). Nel caso in cui i dati
sperimentali siano rappresentati secondo il grafico di
Scatchard (Figura 5.4b), la differenza risulta molto netta: il
grafico, rettilineo in presenza di un solo recettore, diventa
curvilineo in presenza di eterogeneita dei siti di legame.

Farmaci diversi possono competere per il legame
a uno stesso recettore

Il concetto di affinita & estremamente utile soprattutto
quando si voglia paragonare la “capacita” di due farmaci
diversi nel legare lo stesso recettore. Un farmaco A con
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Figura 5.4

Kd pari a 1 mM (10°6 j¢M), ha un’affinita inferiore per il
recettore rispetto a un farmaco B con Kj per lo stesso
recettore di 1 nM (10-9 M): questi valori indicano infatti
che per legare il 50% dei recettori con il farmaco A oc-
corre una concentrazione mille volte superiore rispetto al
farmaco B. In termini molecolari, questo significa che la
probabilita che un complesso RX si formi in sostituzione
di uno che si scinde sono, a parita di concentrazione,
molto piu elevate per il farmaco B. Poiché le differenze
di Kd possono essere dovute a I<one/o K”- differenti (vedi
la [5]), esse sono dovute, in ultima analisi, a differenze
nella struttura chimico-fisica dei farmaci.

Quando due molecole di farmaci diversi si presentano
sullo stesso sito di un’unica molecola recettoriale, solo
uno dei due farmaci puo legarsi. Se il legame é reversi-
bile, si instaurera una competizione tra i due farmaci per
occupare il recettore, sempre basata sulla legge d’azione
delle masse. Nel tempo, il farmaco che ha occupato
pit a lungo la popolazione di recettori presenti sara
quello che si lega piu rapidamente e/o si distacca piu

0
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Isoterma di legame e grafico di Scatchard nel caso di interazione di un farmaco con due classi di recettori. Un esempio di

questo tipo si pud ottenere eseguendo un esperimento di binding con un farmaco abbastanza selettivo per i recettori pi (ad esempio,
atenololo) in un tessuto, come la corteccia cerebrale di ratto, che possegga sia recettori Pi sia recettori p2. A. Grafico in scala aritmetica;
B. grafico di Scatchard e C. grafico semilogaritmico, relativi a un farmaco abbastanza selettivo nei confronti dei due sottotipi recettoriali.
| parametri sono i seguenti: Kd per il recettore 1=10 nM; Kd per il recettore 2 = 300 nM; Bnex del recettore 1 =100 nM; Bnex del
recettore 2 = 500 nM. Si noti come solo con il grafico di Scatchard si possa apprezzare la presenza dei due siti di legame per il farmaco
aventi affinita diversa: infatti nel grafico B i dati sperimentali disegnano una curva che & scomponibile nelle due rette colorate da cui
possibile ricavare i valori di Kd dei due siti di legame. Se nel tessuto esistono siti di legame con Kd enormemente diverse (Kdi = 10 nM,
Kd2= 10.000 nM), la loro presenza pu0 essere gia notata in un grafico semilogaritmico (D) per la comparsa di un flesso nella curva.
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lentamente: quindi il farmaco con maggiore affinita.
Se a contrastare il legame del farmaco affine mettiamo
una grossa quantita del farmaco poco affine, si otterra
il risultato di aumentare le probabilita dell’incontro tra
il recettore e il farmaco poco affine e, di conseguenza,
di ridurre la proporzione di tempo in cui il farmaco
piu affine e legato. Ovviamente si puo riportare questo
valore a quello misurato all’inizio, aumentando anche il
numero di molecole di farmaco piu affine. Perché tra due
farmaci esista competizione, occorre che il loro legame
con il recettore sia reversibile; in caso contrario, una
volta occupato il recettore non é piu disponibile per un
secondo ligando. La competizione determina uno spo-
stamento delle curve di legame e quindi una riduzione
apparente dell’affinita. Cido & mostrato nella figura 5.5,
che rappresenta la curva di legame di un ligando radio-
attivo in presenza e in assenza di ligandi non marcati
che si legano allo stesso O ad altri recettori.

Aspetti quantitativi delle risposte
ai farmaci: analisi delle curve
dose-risposta

La relazione fra concentrazione (espressa in molarita 0 in
peso del farmaco per volume di soluzione, ad esempio
XM 0 mg/l) di un farmaco e il grado di risposta ottenuto
prende il nome di curva concentrazione-risposta. Quando
la sperimentazione & condotta in vivo, l'effetto € messo in
relazione con la dose di farmaco somministrata, espressa
in peso del farmaco per peso corporeo (ad esempio mg/
kg), e la relativa curva é chiamata curva dose-risposta. Per
brevita, la denominazione “curva dose-risposta” & usata
anche nel caso di esperimenti in vitro.

Come gia accennato, l'analisi delle curve dose-risposta
in base alla teoria dell'interazione farmaco-recettore e
uno dei modi per ottenere informazioni sullinterazione
iniziale. Inoltre, I'analisi delle suddette curve evidenzia
alcuni fenomeni fondamentali della farmacologia, quali
I’esistenza di farmaci dotati di attivita qualitativamente
uguali ma quantitativamente diverse (in potenza o effica-
cia), 0 I’esistenza di agonisti, agonisti parziali, antagonisti
e agonisti inversi.

Capitolo 5

Figura 5.5 Isoterme di legame di un farmaco radioattivo (ad
esempio: 3H-SCH23390, ligando dei recettori dopaminergici D,
e D5 da solo (pallini pieni) o in presenza di dosi crescenti di un
altro farmaco che si leghi agli stessi recettori (ad esempio: dopami-
na a due diverse dosi, triangoli pieni e triangoli vuoti). Per ciascuna
curva si puo ottenere un valore apparente di Kd (concentrazione
che satura il 50% dei siti presenti) diverso, che aumenta all'au-
mentare della concentrazione del farmaco competitore. Analogo
spostamento della curva di legame verso destra si ottiene anche
in presenza di farmaci diversi (ad esempio: butaclamolo, quadrati
pieni, un antagonista che si lega a molte sottoclassi del recettore
della dopamina). Al contrario, spiperone (pallini vuoti), un ligando
del recettore dopaminergico D2, e propranololo (quadrati vuoti),
un ligando dei recettori p-adrenergici, non modificano significativa-
mente la curva di legame di 3H-SCH23390.

Per quanto riguarda le risposte farmacologiche, esse

possono essere classificate come:

a) risposte graduali: sono risposte misurabili in continuo,

ovvero la risposta puo assumere qualsiasi valore, au-

mentando progressivamente all’aumentare della dose

e tendendo asintoticamente a un valore massimo;

esempi di risposte graduali sono la forza di contrazione

di un muscolo, I'attivazione di un enzima, I'aumento

di pressione sanguigna;

risposte non misurabili in continuo, ma che si possono

classificare e ordinare con un voto (score) 0 uno stadio

(stage), ad esempio la formazione di ulcere, alcuni

effetti comportamentali o i risultati di molti studi cli-

nici (ad esempio, la valutazione del grado di dolore);

in questi casi, la distanza fra i diversi stadi e priva di

significato: un paziente con vasculopatia periferica al

IV stadio secondo Fontaine non ha il doppio di dolore

di un paziente al Il stadio;

c) risposte tutto-o-nulla (quantali): rappresentano un
caso estremo del precedente, dove gli stadi possibili
sono soltanto due; esempi di questi tipi di risposte
sono lamorte, la remissione completa di una malattia,
il raggiungimento di un livello predefinito di risposta
altrimenti continua.

b

~

Soprattutto nel caso di risposte tutto-o-nulla, poiché esi-
stono soltanto due stadi possibili di risposta, la relazione
fra dose (o concentrazione) e risposta e generalmente
espressa indicando il numero di individui in una popo-
lazione (frequenza) per cui si verifica quel determinato
effetto. In questo caso, la curva dose-risposta puo pren-
dere la forma di un istogramma delle frequenze o di una

curva cumulativa (Figura 5.6).

Definizione dei termini potenza ed efficacia

Quando l'entita degli effetti di un farmaco ¢ messa in rela-
zione grafica con la dose (o la concentrazione), si ottengono
curve la cui forma e posizione sono funzione di molte varia-
bili. Tuttavia, alcuni termini comuni devono essere chiariti.
La posizione di una curva sull’asse delle ascisse riflette la
potenza del farmaco: piu una curva dose-risposta é situata a
sinistra sull’asse delle ascisse, pit potente € il farmaco a cui
la curva si riferisce (Figura 5.7). La potenza di un farmaco
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Figura 5.6 Curve dose-risposta in una popolazione: effetto letale di dosi crescenti di alcol etilico. Dosi crescenti di alcol etilico venivano
somministrate a ciascun animale, e si registrava il numero di animali che morivano a ciascuna dose. A. Istogramma delle frequenze: solo
pochi animali sopravvivevano fino a dosi di 5,7 g/kg. B. Curva cumulativa ottenuta dalla precedente calcolando per ciascuna dose la per-
centuale di animali che morivano rispetto al numero totale, e sommando tale percentuale alla percentuale relativa a tutte le dosi inferiori
a quella considerata. La curva cumulativa mostra quindi la percentuale di soggetti in cui compare, al variare della dose, I'effetto misurato.

ha, di per sé, un interesse relativo nella pratica clinica: essa
influenza esclusivamente la dose necessaria per ottenere un
determinato effetto. Per convenzione si assume come valore
di paragone della potenza quella concentrazione di farmaco
che genera un effetto pari al 50% dell’effetto massimo: tale
concentrazione e definita EC50 (Effectxve Concentration 50).
Nel caso di somministrazioni in vivo, come gia accennato, si
utilizzera I'equivalente di EC50, cioé ED5o (o Dnax/2) = Effec-
tive Dose 50, dose che produce il 50% dell’effetto massimo.
Poiché & spesso scomodo esprimere ED5 o ECH0 in
moli/|, si € convenuto di esprimere la potenza dei farmaci
con il parametro pD2, dove:

pD2 = - log EDS0

Figura 5.7 Curve dose-risposta in scala semilogaritmica. Curve di
farmaci con potenza diversa; un esempio di questo tipo potrebbe
essere costituito dal rilassamento della muscolatura bronchiale da
parte di farmaci p2-adrenergici. EC50= 5 nM (pallini vuoti), 40 nM
(pallini pieni) e 200 nM (quadrati vuoti).

In clinica assume invece un interesse maggiore I'effica-
cia di un farmaco, cioé I'entita massima dell’effetto che
esso puo indurre. Nell’esempio mostrato nella figura
5.7, i tre farmaci differiscono per potenza ma hanno
pari efficacia. Potenza ed efficacia sono quindi due
termini che non devono essere assolutamente confusi
tra loro. Un esempio classico e illuminante in tal senso
e rappresentato dalle diverse classi di diuretici: mentre
i diuretici tiazidici sono molto potenti (attivi a basse
concentrazioni piasmatiche), i farmaci dotati dell’effetto
diuretico massimo (percio piu efficaci) sono i diuretici
dell’ansa (furosemide).

Relazioni fra interazione
farmaco-recettore e risposta

Nel corso degli anni sono stati proposti vari modelli ma-
tematici e biochimici per spiegare le relazioni esistenti fra
interazione farmaco-recettore e generazione della risposta
farmacologica. Le teorie piu importanti sono illustrate di
seguito.

Teoria dell'occupaxione

La teoria dell’occupazione (occupancy assumption), pro-
posta da Clark nel 1933, ipotizza che I'effetto (A) di un
farmaco sia proporzionale al grado di occupazione del
recettore, e quindi alla concentrazione [RX] del comples-
so farmaco-recettore:

A = k [RX]

Leffetto massimo si otterra quando tutti i recettori pre-
senti siano occupati, e pertanto:

Arex = k [Rt]



Aspetti

Dalle equazioni [4], [12] e [13] si ricava facilmente la re-
lazione che lega I'effetto alla concentrazione del farmaco:

Confrontando quest’ultima equazione con la [9], risulta

evidente che sono formalmente identiche; pertanto, la

forma delle curve dose-risposta, rappresentata nella figura

5.7, € identica alla forma delle curve che rappresentano

la relazione fra la concentrazione e l'interazione con il

recettore (Figura 5.2b), come & logico aspettarsi data

I'ipotesi di partenza.

E importante ribadire che la [14] vale soltanto se:

a) lareazione diinterazione farmaco-recettore é reversibile;

b) é stato raggiunto I'equilibrio;

c) i recettori sono tutti omogenei;

d) linterazione e stechiometrica, cioé una molecola di
farmaco si lega a una molecola di recettore (vedi la [1]);

e) i recettori sono indipendenti l'uno dallaltro, cioé
I'occupazione di uno di essi non influenza la capacita
degli altri di essere occupati (assenza di cooperativita).

Nelle condizioni in cui e valida I'ipotesi dell’occupazione,
la curva dose-risposta coincide esattamente con la curva
di interazione farmaco-recettore costruita con esperimenti
di binding.

Dalla [14] si ricava che per [X] —°°, A — Anmx (cioe, I’ef-
fetto tende asintoticamente all’effetto massimo al crescere
della concentrazione di farmaco) e che la EC50 & nume-
ricamente identica alla Kj. Nell'ipotesi dell’occupazione,
EC50=Ka, cioé EC50¢e una misura diretta dell’affinita del
farmaco per il recettore.

La posizione di una curva sull’asse delle ascisse, che
puo essere individuata attraverso la EC50, rispecchia la
potenza di un farmaco, caratteristica che, in base a quanto
appena discusso, é correlata alla sua affinita (Box 1).

Caratteristiche delle curve dose-risposta

La figura 5.7 mostra che le curve dose-risposta pren-
dono la forma di una sigmoide simmetrica attorno al
valore di EC5in un grafico semi-logaritmico. Le curve
dose-risposta di tipo semi-logaritmico godono di alcune
proprieta che ne rendono l'utilizzo piu conveniente delle
curve aritmetiche:
la parte centrale della curva sigmoide e approssimabile
a una retta, e quindi permette di interpolare i dati
sperimentali e di ricavare la EC50 piu facilmente;
farmaci che agiscono attraverso lo stesso recettore
generano curve dose-risposta parallele;
in questultimo caso, la separazione costante fra le
curve parallele & una misura del rapporto di potenza
fra diversi farmaci;
se il farmaco interagisce con un solo tipo di recettori, la
curva dose-risposta si sviluppa all’incirca in due ordini
di grandezza e, piu precisamente, |'effetto varia dal 10
al 90% del massimo per variazioni di [X] di 100 volte;
una curva che si sviluppi in pitu di due ordini di
grandezza indica generalmente l'interazione del far-
maco con vari tipi di recettori; la pendenza del tratto
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rettilineo della curva dose-risposta € un indice della

® maneggevolezza clinica del farmaco: meno ripida &
la curva, minori saranno le variazioni di intensita
dell’efficacia della terapia dovute a variazioni della
concentrazione piasmatica del farmaco nel paziente
(vedi Capitolo 53).

L’ipotesi dell’occupazione non spiega tutti ifenomeni
fannacologici

Gia dalla meta degli anni 50, Ariéns e altri Autori si
resero conto del fatto che I'ipotesi dell’occupazione nella
sua forma piu semplice non spiega l’esistenza di alcuni
fenomeni frequentemente osservabili in farmacologia; fra
guesti, due sono particolarmente importanti: a) esistono
farmaci che, pur occupando un determinato recettore,
producono una risposta inferiore ad altri che occupano lo
stesso recettore, oppure non producono nessuna risposta;
b) spesso la curva dose-risposta e la curva di interazione
farmaco-recettore non coincidono.

Per spiegare questi fenomeni e stato necessario modificare
I'ipotesi dell’occupazione O integrarla con ulteriori ipotesi.

Modificazioni alla teoria dell'occupazione

Prima di prendere in considerazione le modificazioni
apportate allipotesi dell’'occupazione, nonché le ipotesi
alternative, e opportuno classificare i ligandi da un pun-
to di vista farmacodinamico (Figura 5.8) e dare alcune
definizioni.

Agonisti e antagonisti

Si definisce agonista un farmaco che si lega a un recettore
in modo tale da generare una risposta biologica di per sé;
generalmente, un agonista mima gli effetti di composti
endogeni: ad esempio, il carbacolo & un agonista dei
recettori per I'acetilcolina, in quanto mima gli effetti del
neurotrasmettitore endogeno. Per antagonista in senso
stretto, si intende un antagonista recettoriale, cioé un
farmaco che, pur legandosi a un recettore, & incapace di
produrre un effetto di per sé, ma inibisce (parzialmente o
completamente, a seconda della concentrazione) I'effetto
di un agonista che agisca attraverso lo stesso recettore.

Il termine antagonista e spesso usato, in senso lato, anche
per indicare un antagonista funzionale, di cui esistono
due tipi: antagonista fisiologico, cioeé un farmaco, o piu
precisamente un agonista, che produce un effetto con-
trario a quello di un altro farmaco, e quindi ne inibisce
Fazione pur non interagendo con lo stesso recettore;
antagonista indiretto, cioé un inibitore di una moleco-
la intermedia fra il recettore e il suo effetto finale (ad
esempio, la proteinchinasi C). Per illustrare la differenza
fra antagonisti recettoriali e funzionali, si consideri ad
esempio lI'azione broncocontratturante dell’istamina: essa
puo essere antagonizzata somministrando sia un farmaco
antistaminico (antagonista recettoriale), sia un farmaco
P2-agonista, che rilassa la muscolatura bronchiale atti-
vando i recettori [®-adrenergici (antagonista fisiologico).
Nel seguito di questo capitolo ci si occupera soltanto di
antagonisti recettoriali e non di antagonisti funzionali.
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Figura 5.8 Classificazione farmacodinamica dei ligandi. | ligandi ortosterici interagiscono con il sito di legame riconosciuto dall’agonista
endogeno. | modulatori allosterici interagiscono con un sito che & topograficamente distinto dal sito ortosterico.

Gli antagonisti recettoriali agiscono
con meccanismi diversi

Dal punto di vista del meccanismo molecolare, gli an-
tagonisti recettoriali possono essere competitivi o non-
competitivi. Tuttavia, & importante ricordare che sullo
stesso recettore possono coesistere piu siti di legame: per
definizione il sito ortosterico € quello occupato dall’ago-
nista endogeno, mentre qualunque altro sito di legame
sullo stesso recettore & detto allosterico.

Antagonisti competitivi

Se il legame fra agonista e antagonista € mutuamente
esclusivo l'antagonismo & competitivo. Gli antagonisti
competitivi possono produrre un effetto “sormontabile”
(reversibile) (Figura 5.9A) o “insormontabile” (irreversibi-
le) (Figura 5.9b), secondo la definizione data da Gaddum
e collaboratori nel 1955.

Un antagonista sormontabile sposta la curva dose-risposta
dell’agonista in un grafico semi-logaritmico parallela-
mente verso destra; aumentando la concentrazione di
agonista a sufficienza, si puo generare lo stesso effetto
massimo ottenuto in assenza dell’antagonista. Pertanto,
un antagonista di questo tipo aumenta la EC50 apparen-
te dell’agonista, senza modificarne l'effetto massimo. Il
meccanismo molecolare di un antagonista sormontabile
& competitivo, nel senso che esso si lega in modo rever-
sibile generalmente al sito ortosterico; le due molecole,
percid, competono per un sito comune, e l'antagonista
sormontabile & spesso chiamato anche semplicemente
antagonista competitivo.

Al contrario, un antagonista competitivo insormontabile
sposta la curva dell’agonista verso destra in modo non
parallelo, deprimendo I'effetto massimo ottenibile anche
con concentrazioni elevate dell’agonista. Se esiste una re-
lazione lineare fra occupazione del recettore e risposta, la
EC50non e modificata, in quanto essa si riferisce all’effetto
massimo ottenibile in presenza di entrambi i farmaci. Il
meccanismo molecolare consiste in questo caso in un
legame irreversibile del composto al sito ortosterico. Dal
punto di vista del meccanismo molecolare, I'antagonismo
insormontabile pud verificarsi anche quando I’'antagonista
interagisce con un sito di legame sul recettore, diverso
da quello occupato dall’'agonista. In questo caso si parla
di antagonismo allosterico.

Modulatoli allosteiici

| farmaci possono legarsi anche a siti allosterici dei re-
cettori e modificarne cosi la funzione, la farmacologia
e le proprieta biofisiche e vengono classificati come
modulatori allosterici. Esistono tre tipi di modulatori
allosterici: 1) gli antagonisti allosterici: questi composti
possono spostare la curva dose-risposta dell’agonista ver-
so destra in modo non parallelo, modificando I’efficacia
ma non la potenza (come per l'antagonista competitivo
irreversibile), oppure in modo parallelo, diminuendo
contemporaneamente potenza ed efficacia dell’agonista
(Figura 5.9¢); 2) i potenziatori allosterici: farmaci in
grado di aumentare I'affinita e/o I'efficacia di un farmaco
ortosterico, ma come gli antagonisti allosterici non han-
no effetto da soli; 3) gli agonisti O attivatori allosterici:
composti che attivano il recettore da soli, legandosi a un
sito diverso da quello ortosterico.

Esistono anche i ligandi allosterici neutri, cioe farmaci che
si legano a un sito allosterico sul recettore senza influen-
zare né il legame né la funzione defl’agonista ortosterico.

Il grafico di Schild permette di capire se un
antagonista & competitivo e di calcolarne l'affinita

Poiché, come gia detto, un antagonista competitivo
sposta la curva dose-risposta dell’agonista verso destra
in modo parallelo, la “distanza” fra due curve (cioé il
rapporto fra il logaritmo di due dosi di agonista che
generino lo stesso effetto in assenza e in presenza di
una certa concentrazione di antagonista) & intuitiva-
mente indipendente dalla concentrazione deU’agonista
(Figura 5.10A) e dipendente invece dalla potenza e
dalla concentrazione dell’antagonista. Nel 1947 Schild
ha dimostrato che:

log (DR - 1) = log [A] - log Ka [I5a]

oppure

log (DR - 1) = log [A] + pA2 [15b]

dove DR (Dose Ratio) indica il rapporto tra le dosi, [A]
la concentrazione dell’antagonista competitivo, Kala co-
stante di dissociazione del suo complesso con il recettore
(cioé Ka= [A] [RI/[AR]) e pA2 =- log Ka.

Il grafico di log (DR-1) in funzione di log [A] & quindi
una retta con pendenza = 1 e intercetta sull’asse delle
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Figura 5.9 Modificazione della curva dose-risposta di un agonista
in presenza di concentrazioni crescenti di un antagonista compe-
titivo sormontabile (A), competitivo irreversibile (B) o allosterico
(C). | parametri utilizzati sono i seguenti: Kd = 1 nM costante di
dissociazione dell'agonista; Kd = 1 nM costante di dissociazione
dell'antagonista; A. concentrazioni dell'antagonista: 0 (0), 1 (=), 10
(0), 100 (m) nM. In B e C concentrazioni dell'antagonista insor-
montabile (irreversibile (B) o allosterico (C) tali da inattivare rispet-
tivamente 0 (0), 20 (=), 40 (J) e 60 (m) °/o dei recettori presenti.

ascisse = log Ka=- pA2, come mostrato in figura (Figura
5.10B).

Lanalisi dell’effetto di un antagonista secondo Schild per-
mette quindi; a) di capire se un antagonista € competitivo
dalla pendenza della retta (che soltanto in questo caso
e uguale a 1); b) di calcolarne I'affinita per il recettore,
indice della sua potenza.

Teoria dell'efficacia o attivita intrinseca

Eesistenza di antagonisti, che pur legandosi allo stesso
recettore a cui si lega I'agonista non producono di per

Capitolo 5

sé alcun effetto, contraddice la teoria dell’occupazione,
poiché in questo caso l'effetto non dipende soltanto
dall’occupazione del recettore stesso. Per superare questo
limite della teoria dell’occupazione, Ariéns e Stephenson,
indipendentemente I'uno dall’altro, hanno proposto che i
farmaci siano dotati di due proprieta distinte:
la prima é l'affinita per il recettore, gia discussa e cor-
relata all'interazione farmaco-recettore (R + X RX
nella [1]); e un indice della potenza di un farmaco
e si riflette nella posizione della curva dose-risposta
sull’asse delle ascisse;
la seconda e I’efficacia o attivita intrinseca, definita co-
me la capacita del farmaco di dare inizio alla risposta
biologica, una volta che esso si sia legato al recettore
(RX — RX*); & correlata alla probabilita di indurre
un cambiamento di conformazione nel recettore,
che renda quest’ultimo capace di generare la risposta
e si riflette nell’estensione della curva sull’asse delle
ordinate.

Secondo questa teoria, la [14] si trasfonna nella seguente:

_ Are\’
5= [%(Jiso + [X] el

dove a rappresenta l'attivita intrinseca e pud assumere
valori compresi fra 0 e 1; piu precisamente, per un ago-
nista a = 1, per un antagonista a = 0. Per quei farmaci
dotati di un valore di a intermedio tra 0 e 1, Stephenson
ha coniato il termine di agonista parziale, ma sono stati
chiamati anche “dualisti” da Ariéns (Figura 5.11). Fenol-
dopam rappresenta un esempio di agonista parziale del
recettore dopaminergico, in quanto, pur agendo attra-
verso lo stesso recettore della dopamina, non raggiunge
lo stesso rilassamento massimo della muscolatura liscia
raggiungibile con I'agonista endogeno.

Gli agonisti parziali

La teoria dell’attivita intrinseca predice che, quando tutti
i recettori presenti sono occupati da un agonista parziale,
si ottiene un effetto A = Amex =a. Essa prevede inoltre
che un agonista parziale abbia caratteristiche interme-
die fra quelle di un agonista e quelle di un antagonista
(“dualista™), e sia quindi in grado di inibire parzialmente
la risposta generata da un agonista completo. Questa
previsione é stata naturalmente verificata sperimental-
mente, e la figura 5.12 mostra la curva dose-risposta di un
agonista pieno in assenza o in presenza di concentrazioni
fisse di un agonista parziale (grafico 5.12a) e, viceversa,
di un agonista parziale in assenza o in presenza di con-
centrazioni fisse di un agonista pieno (grafico 5.12b).
In entrambi i casi e evidente il carattere da agonista/
antagonista dell’agonista parziale; infatti, la figura 5.12A
mostra che l'agonista parziale ha un effetto additivo a
guello di basse concentrazioni dell’agonista pieno (in pre-
senza dell’agonista parziale, I'effetto dell’agonista pieno
alle basse concentrazioni ¢ piu alto del corrispondente
effetto in assenza dell’agonista parziale). Cio avviene per
concentrazioni dell’agonista pieno che generino un effetto
inferiore a quello massimo dell’agonista parziale, 30%
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Figura 5.10| A. Dose-ratio (DR, rapporto di dosi = distanza fra curve dose-risposta). B. Grafico di Schild per un antagonista sormontabile.

nHffTPHI Curve dose-risposta per un agonista pieno (quadrato
vuoto) e per agonisti parziali (pallini pieni e triangoli vuoti). | valori
di a = attivita intrinseca sono indicati nella figura. Fenoldopam & un
esempio di agonista parziale: rilassa i vasi sanguigni di molti distretti,

ma il suo effetto massimo & minore di quello della dopamina,
attraverso il cui recettore agisce.

Agonista, M
0 agonista pieno 0 nM
e agonista pieno 500 nM
g 0 agonista pieno 10 000 nM
D agonista pieno 50 000 nM
i
>
0]
0
10-*°
Agonista pieno, M Agonista parziale, M

Figura 5.12 Curve dose-risposta per un agonista pieno (A) in presenza di concentrazioni crescenti di un agonista parziale e di un
agonista parziale (B) in presenza di concentrazioni crescenti di agonista pieno. In questo esempio a = 0,3, EC50= 10 nM per I'agonista
pieno e 100 nM per I'agonista parziale.
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Figura 5.13 Separazione fra curva dose-risposta e curva di interazione farmaco-recettore nel caso di esistenza di recettori di riserva

(A) o di soglia di occupazione (B).

del massimo (a = 0,3) in questo esempio. A concentra-
zioni maggiori dell’agonista pieno, le curve ottenute in
presenza di concentrazioni crescenti di agonista parziale
appaiono sempre piu spostate verso destra: occorre infatti
che l'agonista pieno vinca la sua competizione sul sito
di legame, per produrre un effetto che sia superiore a
guello massimo generato dall’agonista parziale. In que-
sta fase della relazione concentrazione-effetto I'agonista
parziale si comporta quindi da antagonista competitivo.
Nell’esperimento di figura 5.12b, I'effetto dell’agonista
parziale da solo é paragonato a quelli prodotti in pre-
senza di dosi massimali (capaci di produrre il massimo
dell’effetto) dell’agonista pieno. Si noti come [effetto
dell’agonista pieno tenda a ridursi in presenza di alte
concentrazioni di agonista parziale; a differenza di una
curva di competizione con un antagonista, in questo caso
I'inibizione dell’effetto non & completa, ma le curve di
agonista pieno in presenza di agonista parziale scendono
solo fino al valore corrispondente all’effetto massimo di
quest’ultimo (30%).

E altresi chiaro dalla [16] che per un agonista parziale il
valore di EC50 é diverso da Kd, cioe che le curve dose-
risposta e le curve di interazione farmaco-recettore non
sono coincidenti (Figura 5.13a).

Non linearita della relazione
tra occupazione e risposta: EC30 e Kd
non coincidenti

In realta si verifica spesso il caso in cui la curva dose-
risposta si trova a sinistra della curva di interazione
farmaco-recettore (Figura 5.13A), o, meno frequente-
mente, alla sua destra (Figura 5.13b), cioé appunto ECgo
é diversa da Kd.

Dal punto di vista pratico la curva dose-risposta puo
essere situata sia a sinistra sia a destra della curva di
binding. Di seguito esaminiamo le condizioni in cui cio
puo avverarsi.

Curva dose-risposta a sinistra della curva di binding

Esistono diverse possibilita per spiegare il fatto che la

curva dose-risposta sia a sinistra della curva di binding.

a) Agonisti parziali (vedi sopra).

b) Un sistema a cascata amplifica il segnale
Le curve dose-risposta e quelle di binding possono
essere separate fra loro anche di molti ordini di gran-
dezza, se la risposta misurata non e generata imme-
diatamente dall’attivazione del recettore, cioé se fra
i due fenomeni si frappone una cascata di reazioni,
che generalmente comprende anche la formazione di
secondi messaggeri.
Un esempio particolarmente ben studiato, frai moltis-
simi esistenti, & costituito dalla stimolazione ormonale
della glicogenolisi (Figura 5.14): le curve di interazio-
ne glucagone-recettore e di produzione di glucosio
sono separate di 8 ordini di grandezza, corrispondenti
a un fattore di amplificazione di 108.
Per uno stesso recettore, la separazione fra la curva
di binding e quella dose-risposta dipende dal tipo di
risposta preso in considerazione: nella figura 5.15 &
mostrato un esempio di come le curve di binding e
dose-risposta possono differire non solo per la posi-
zione (binding e contrazione) ma anche per forma
(binding e captazione di calcio radioattivo).

¢) Si puod ottenere la risposta massima occupando soltanto
unafrazione di recettori
La situazione di figura 5.13A si verifica quando si
raggiunge la risposta massima del sistema in esame
avendo occupato soltanto una frazione dei recettori
presenti. Questo concetto, introdotto per la prima
volta da Stephenson nel 1956, é stato verificato diret-
tamente 10 anni piu tardi da Furchgott e collaboratori,
i quali dimostrarono che era possibile raggiungere la
risposta massima anche dopo aver inattivato frazioni
crescenti dei recettori presenti, mediante alchilazione
irreversibile.
In questo caso, i recettori rimanenti vengono definiti



Recettori e trasduzione del segnale

Glucagone
Adenilato Adenilato
ciclasi ciclasi
INATTIVA ATTIVA
CAMP ATP
Protein Protein ho
chinasi chinasi
INATTIVA ATTIVA
ADP< ATP
Fosforilasi Fosforilasi
chinasi © chinasi
ATTIVA INATTIVA
ATP- »ADP
Fosforilasi Fosforilasi
INATTIVA ATTIVA
Glucosio Glicogeno

Figura 5.14 Meccanismo di amplificazione a cascata del segnale.
Lesempio riguarda I'attivazione della glicogenolisi da parte del glu-
cagone. |l fattore di amplificazione della risposta a ogni passaggio
varia fra 102 e 105

Agente contratturante, M

Figura 5.15 La curva dose-risposta puo essere spostata sull'asse
delle x e/o avere pendenza o forma diverse rispetto alla curva di
binding (curva grigia). Per uno stesso farmaco, posizione, penden-
za e forma della curva dose-risposta possono variare se vengono
presi in considerazione effetti diversi, in questo caso aumento della
captazione di Ca2+ radioattivo e contrazione.

con il termine “recettori di riserva” (receptor resene),
anche se questo termine € ormai considerato ambiguo
per due motivi: a) la grandezza della riserva dipende
dal livello di risposta misurata (ad esempio, la “riser-
va” puo essere differente alla risposta massima o alla
meta della risposta massima); b) il termine “recettori
di riserva” connota una proprieta del tessuto, quando
invece & una proprieta sia del tessuto che del farmaco
(in effetti & lattivita intrinseca del farmaco che de-
termina il livello di risposta a una data occupazione
recettoriale e non il numero di recettori nel tessuto).

Curva dose-risposta a destra della curva di binding
Come accennato prima, meno frequente € il caso in cui la
curva dose-risposta sia alla destra della curva di binding
(Figura 5.13b).

La condizione si verifica in genere quando la concentra-
zione del recettore sia elevata, e quindi non sia trascu-
rabile rispetto alla concentrazione del farmaco, cioé in
pratica quando stiamo violando l’assunzione per cui la
reazione [R] + [X] — [RX] avvenga in eccesso di farmaco.
In questo caso si verifica che i farmaci devono occupare
una frazione dei recettori presenti prima che si verifichi
un effetto: si parla allora di “soglia di occupazione”

Recettori costitutivamente attivi
e agonisti inversi

| recettori costitutivamente attivi possono generare
I una risposta biologica anche in assenza del ligando

Secondo la teoria “classica”, il complesso farmaco-recetto-
re, RX, e l'unica entita in grado di generare una risposta
biologica, mentre R o X (nel caso di farmaci che agisco-
no attraverso un recettore) sarebbero di per sé inattivi.
All'inizio degli anni 90 ci si e resi conto che I'affermazione
non e vera; in altre parole, e stato dimostrato che molti
recettori, particolarmente quelli a proteine G (G Protein
Coupled Receptors, GPCR, vedi Capitolo 13), ma anche
altri tipi (ad esempio i recettori canale, vedi Capitolo 12
e i recettori per i fattori di crescita, vedi Capitolo 14),
hanno una certa capacita di suscitare un segnale anche
in assenza del ligando. | recettori nella conformazione
capace di generare la risposta anche in assenza di ligando
sono definiti recettori costitutivamente attivi.

La loro scoperta e avvenuta in modo fortuito quando
sono state introdotte mutazioni in una certa zona (la
3a ansa citoplasmatica, vedi Capitolo 13) dei recettori
adrenergici aiB e P2: i recettori mutati erano in grado
di esplicare la loro azione biologica anche in assenza
di ligando; risultati simili sono poi stati ottenuti con
mutazioni di altri recettori. Ci si & resi conto poi che le
mutazioni non inducevano l’attivazione costitutiva, ma
semplicemente la rendevano piu evidente; in altre parole,
anche i recettori non mutati posseggono, pur se in piccola
misura, la capacita di generare un segnale in assenza di
un agonista, segnale che in molti sistemi naturali e diffi-
cilmente rilevabile e che rappresenta il cosiddetto effetto
basale o attivita basale.
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La scoperta dei recettori costitutivamente attivi
ha portato aformulare I'ipotesi di un modello
recettoriale a due stati e I'esistenza di una nuova
classe di ligandi chiamati “agonisti inversi”.

La teoria “classica” prevede (equazione [2]) che il ligan-
do, legandosi al recettore, ne induca il cambiamento da
una conformazione biologicamente inattiva a una attiva,
capace cioé di trasdurre un segnale. Secondo la teoria
dell’attivazione costitutiva, invece, i recettori esistono
naturalmente in (almeno) 2 stati possibili (Figura 5.16):
R, inattivo e R* attivo, in equilibrio tra loro. In condizioni
basali, I’equilibrio & spostato nettamente verso R e quindi
I’esistenza di R* e difficilmente rilevabile. Nel caso dei
recettori mutati a cui si € accennato piu sopra, I'equilibrio
& invece spostato in modo pit 0 meno marcato verso R*
e pertanto si osserva un effetto biologico rilevante anche
in assenza di ligando. Nel caso della sovraespressione di
un recettore non mutato, invece, I'equilibrio fra R e R*
non cambia, ma e notevolmente aumentata la quantita
assoluta di recettori espressi e quindi la quantita sia di R
che di R*, cosicché l'attivita costitutiva diventa apprez-
zabile, perché amplificata.

Ad esempio, la sovraespressione del recettore p2-adrener-
gico in ratti transgenici ha mostrato che l'atrio sinistro
di tali ratti aveva una tensione basale (cioé in assenza di
ligando) tre volte piu alta dell’atrio di ratti normali e che
tale tensione non poteva piu essere aumentata dalla som-
ministrazione dell'agonista P-adrenergico isoprenalina,
come avveniva invece negli animali normali.

Pertanto, nelllambito di questa ulteriore modifica della
teoria dell’occupazione, si definisce agonista il farmaco
che mostra un’affinita per R* maggiore che per R: la
formazione del complesso R*X sarebbe quindi favorita;
R* verrebbe sottratto dall’equilibrio e cio indurrebbe una
trasformazione di R in R* (Figura 5.16).

Lesistenza di recettori costitutivamente attivi, e quindi
di un modello recettoriale a due stati, ha come logica
conseguenza l'esistenza degli agonisti inversi, cioé di
farmaci che, avendo affinita maggiore per R che per R*,
facilitano la formazione di RX spostando I’'equilibrio
fra R e R* a favore del primo e destabilizzando quindi
la conformazione biologicamente attiva del recettore.
Gli agonisti inversi, pertanto, hanno azione opposta a
quella degli agonisti e sono gli unici farmaci in grado di
diminuire I'attivita basale di un sistema. La loro attivita
intrinseca a sara quindi compresatraOe- 1.

Di fatto, agonisti e agonisti inversi selezionano lo stato
del recettore per cui hanno piu affinita e contempora-
neamente tendono a indurlo: si tratta di una differenza
sostanziale rispetto alla teoria classica, dove l’agonista
induce semplicemente la formazione di uno stato attivo
inesistente in assenza del ligando stesso.

Gli agonisti inversi non vanno confusi con gli antagoni-
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Figura 5.16 Modello recettoriale a due stati. R: stato Inattivo; R*:
stato attivo; K: affinitd; J: costante di isomerizzazione; p: adimen-
sionale. Agonista & quel farmaco che avendo un'affinitd maggiore
per R* che per R facilita la formazione del complesso R*X e quindi
sposta I'equilibrio fra R e R* a favore del secondo. Al contrarlo,
agonista Inverso e quel farmaco che avendo un'affinita maggiore per
R che per R* facilita la formazione di RX e quindi sposta I'equilibrio
fra R e R* a favore del primo.

sti veri e propri (detti anche antagonisti puri o neutri):
questi ultimi hanno la stessa affinita per ReR*e quindi
non influenzano I'equilibrio fra le due conformazioni;
sono naturalmente in grado di inibire lI'azione sia degli
agonisti sia degli agonisti inversi, ma non sono in grado
di inibire I'effetto basale. E probabile che gli antagonisti
veri e propri siano, in realta, piuttosto rari e che molti dei
composti conosciuti come antagonisti rivelino, in sistemi
biologici dove I'attivita costitutiva dei recettori sia misu-
rabile, proprieta pit 0 meno marcate da agonista inverso.
Infatti, in seguito alle prime evidenze e a conferma delle
ipotesi sopra riportate, numerosi sono stati gli agonisti
inversi scoperti, molti dei quali erano stati considerati an-
tagonisti per la mancanza di esaltazione dell’attivita costi-
tutiva dei recettori. Ad esempio, il composto ICI 118,551,
noto come antagonista selettivo p¢, si &€ dimostrato in
grado diminuire la tensione basale nell’atrio sinistro dei
ratti transgenici in cui il recettore P2-adrenergico era stato
sovraespresso. Alcuni farmaci commercializzati inizial-
mente come antagonisti si sono poi rivelati agonisti inver-
si, ad esempio: prazosin e metoprololo (rispettivamente
per recettori a! e Pi-adrenergici); losartan (recettore AT]j
dell’angiotensina); aloperidolo (recettore dopaminergico
D?2); cetirizina e cimetidina (rispettivamente per i recettori
Hi e H2 deU’istamina).

Dal punto di vista terapeutico € ipotizzabile che un ago-
nista inverso sia piu efficace, e myjidkpiu utile, di un
antagonista ad esempion e I | e c a us ate
da mutazioni che rendono ¢ {¢ Rettore costihitiv"mente
attivo, come nel caso di ali
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L'interazione farmaco-recettore deve essere: sensibile, selettiva, specifica, saturabile,
mantenere un determinato profilo farmacologico e una correlazione fra attivita
biologica e legame recettoriale.

Dal punto di vista farmacodinamico i farmaci possono essere classificati in agonisti,
agonisti parziali, antagonisti e agonisti inversi.

In base al sito recettoriale con cui interagiscono, i farmaci sono definiti ortosterici o

allosterici.

| parametri quantitativi fondamentali che regolano I'interazione farmaco-recettore
sono l'affinita e la potenza, il numero di recettori e I'efficacia, I'attivita intrinseca.
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CAPITOLO

y Conoscere i diversi recettori per ligandi endogeni attraverso lo studio della loro classificazione

in base alla struttura molecolare

Comprendere i principi generali che governano la sensibilita a farmaci attivi su recettori di ligandi

endogeni

Per potersi adattare alla variazione dell'ambiente in modo
coordinato con il resto dell'organismo o svolgere funzioni
specifiche di entita e durata controllata, le cellule di un
tessuto o di un organismo devono comunicare tra loro.
La comunicazione avviene per lo piu attraverso la pro-
duzione e liberazione di molecole, chiamate mediatori
o trasmettitori o ormoni, capaci di diffondere dal sito di
produzione e di legare in modo specifico componenti
della cellula ricevente, chiamati recettori. Il recettore e
non solo capace di riconoscere e legare il mediatore ma
anche, attraverso una modifica della sua struttura, di
generare una risposta cellulare.

La maggioranza dei farmaci attualmente a disposizione
agisce attraverso la interazione con recettori per media-
tori endogeni; la loro attivita & funzione non solo del
numero di recettori con cui interagiscono, ma anche
delle proprieta biologiche, della regolazione funzionale,
della distribuzione tissutale e delle modificazioni patolo-
giche di questi ultimi. Come descritto nel Capitolo 5, un
farmaco puo stabilizzare un recettore nel suo stato attivo
(farmaco agonista) o nel suo stato “di riposo” (farmaco
antagonista che, di fatto, impedisce l'attivazione del
recettore da parte del mediatore). Per quei recettori in
cui l'attivita basale “a riposo” é particolarmente elevata,
e anche possibile che I’'interazione con un farmaco porti
a una significativa riduzione dello stato di attivazione
(agonista inverso).

La conoscenza dei meccanismi molecolari e cellulari che
sottendono le risposte recettoriali fornisce la chiave di
volta per la comprensione della moderna farmacologia.
Gli studi di biologia molecolare hanno permesso di
acquisire una approfondita conoscenza della struttura
molecolare dei recettori, di produrre classificazioni
basate sulla loro struttura primaria e di dimostrare che

ogni recettore & presente in molti sottotipi, ciascuno
dotato di proprie caratteristiche biofisiche e farmacolo-
giche. La numerosita dei sottotipi recettoriali € ben piu
ampia di quanto precedentemente stimato sulla base
delle caratteristiche di efficacia e legame dei farmaci.
L'abbondanza di sottotipi recettoriali che riconoscono
uno stesso mediatore/ormone sottolinea la duttilita
del sistema di comunicazione cellulare che, attraverso
un singolo trasmettitore, & capace di innescare eventi
biologici diversi a seconda del tipo di cellule e del loro
stato funzionale. La recente dimostrazione che minime
differenze di sequenza amminoacidica (anche a livello
di singolo nucleotide) comportano l'esistenza di recettori
dotati di caratteristiche strutturali e funzionali differenti
puo inoltre contribuire a spiegare la diversa risposta (in
termini quantitativi e qualitativi) ai farmaci registrabile
a livello individuale di una popolazione (vedi Capitolo
54). L'abbondanza e la specificita tessutale dei sottotipi
recettoriali, se da un lato possono rappresentare una
complicazione per lo studente e per I'industria del far-
maco, dall’altro aprono nuove e interessanti prospettive
per una farmacologia altamente selettiva.

Classi di recettori e loro sistemi
di trasduzione del segnale

Sono qui presi in considerazione i recettori per sostanze
modulatorie endogene. In questo contesto per recettore
si intende una molecola capace di legare con proprie
caratteristiche di specificita e affinita uno o piu me-
diatori endogeni e che da questo legame subisca una
trasformazione conformazionale da cui scaturisce un
effetto biologico. Non rientrano in questa classificazione
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quelle proteine che, pur capaci di legare un modulatore
endogeno, non producono segnali biologici direttamente
connessi a tale legame. Esempi di proteine leganti ormoni
ma prive di capacita di trasduzione del segnale sono le
proteine piasmatiche leganti gli estrogeni o gli ormoni
tiroidei (vedi cD: Approfondimento 6.1. Nascita ed evolu-
zione della teoria dei recettori).

In base alla localizzazione subcellulare, i recettori si
dividono in due grandi classi: recettori di membrana
e recettori intracellulari/nucleari. 1 primi trasducono il
segnale portato da mediatori idrofilia che difficilmen-
te passano la membrana cellulare (neurotrasmettitori
classici e peptidici, fattori di crescita, citochine ecc.); i
secondi trasducono il segnale portato da ormoni e altri
mediatori lipofilici che diffondono facilmente attraverso
le membrane cellulari (ormoni steroidei e tiroidei, acido
retinoico, vitamina D ecc.).

Le due classi di recettori differiscono anche per il mec-
canismo di trasduzione del segnale. | recettori di mem-
brana trasducono il segnale generando modificazioni
delle concentrazioni ioniche intracellulari o attraverso
la generazione di secondi messaggeri o stimolando la
formazione di macrocomplessi molecolari biologica-
mente attivi; i recettori intracellulari sono invece fattori di
trascrizione che, interagendo con sequenze specifiche del
DNA, inducono modificazioni dell’espressione genica e
quindi della composizione proteica della cellula.
Questa divisione scolastica ha sempre piu eccezioni.
Ad esempio, gli estrogeni possono attivare una risposta
cellulare lenta legandosi a recettori intracellulari (ERa
e ER(3) e una risposta veloce legandosi a recettori di
membrana (GPER1/GPR30); spesso Ilattivazione di
recettori di membrana (recettori per le citochine, re-
cettori a tirosinchinasi, recettori accoppiati a proteine
G) porta all’attivazione di fattori di trascrizione, al
loro trasporto nel nucleo e alla modificazione della
trascrizione di geni.

Recettori intracellulari/intranucleari

| recettori intracellulari legano il DNA
e modulano la trascrizione genica

Sono stati fino a oggi identificati 48 potenziali recettori
per ligandi idrofobici, raggruppati in 6 famiglie. Circa la

Citoplasma Nucleo
hsp —»
=3 GRE t DNA
Recettore Recettore Recettore
inattivo attivato dimerizzato
; coattivatori

meta di questi potenziali recettori sono in realta “orfani”,
cioé non se ne conosce né il ligando né la funzione (la
loro inclusione in questa categoria di recettori ¢ basata
sull'omologia di sequenza); la rimanente meta comprende
recettori importanti come quelli per gli ormoni sessuali,
per i glucocorticoidi, per i mineralcorticoidi, per gli or-
moni tiroidei, per le vitamine A e D, per i proliferatori
dei perossisomi (PPAR), per gli acidi retinoici e per altri
lipidi. Essi sono fattori di trascrizione attivati da ligando
capaci di legare sequenze consenso-specifiche del DNA
dei promotori di geni specifici, regolandone la trascri-
zione (vedi Capitolo 19). | componenti di questa famiglia
sono molto simili tra loro dal punto di vista strutturale
essendo composti da una singola catena polipeptidica
in cui si riconoscono tre territori: uno al terminale
carbossilico deputato al legame specifico con lI'ormone,
uno centrale nel quale vi ¢ il sito di riconoscimento per
sequenze specifiche di DNA, il terzo al terminale ammi-
nico che e essenziale per la specificita d’azione a livello
di transattivazione. In assenza di ligando, il recettore &
presente nel citoplasma o nel nucleo in forma inattiva;
lo stato quiescente & mantenuto dall’interazione con
proteine inibitorie specifiche, per lo piu della classe delle
Ineat shock proteins (hsp). Il legame dell'ormone, o di un
farmaco agonista, produce un cambiamento conformazio-
nale tale da dissociare il recettore dalle hsp consentirne la
dimerizzazione e, se nel citoplasma, il trasferimento nel
nucleo. Qui si associa a sequenze specifiche, dette Respon-
sive Elements (RE), presenti nei promotori di alcuni geni
sensibili la cui trascrizione viene cosi regolata in funzione
della presenza dell’'ormone (Figura 6.1). Lattivita di questi
recettori € modulata dal legame anche di coattivatori o
corepressori. | farmaci analoghi degli ormoni steroidei,
sia agonisti che antagonisti, agiscono interferendo con
I'attivazione recettoriale (per una descrizione piu detta-
gliata vedi Capitoli 19 e 20).

Recettori di membrana

I recettori di membrana mediano
I il passaggio dell’informazione attraverso
la membrana plasmatica

Lanalisi del genoma umano e le ricerche di proteomica
hanno portato all’identificazione di pit di mille recettori

Figura 6.1 Schema del meccanismo di trasduzione del segnale
del recettori per gli ormoni steroidei. Gli ormoni e le molecole
lipofiliche possono passare la membrana cellulare e attivare un
recettore intracellulare, In questo esempio € illustrato il recettore
per iglucocorticoidi (GR) che é citoplasmatico, ma alcuni recettori
di questo tipo sono nucleari. Il GR e associato a delle heat-shock
proteins (hsp) e in forma monomera e inattivo. Quando il glu-
cocorticoide si lega al recettore, esso cambia conformazione, si
dissocia dalle hsp inibitorie, dimerizza e pud essere trasportato
nel nucleo. Qui interagisce con sequenze specifiche di DNA, dette
Glucocorticoid-Responsive Elements (GRE) presenti nel promotore
di geni sensibili ai glucocorticoidi e recluta proteine coattivatrici o
corepressorie. Intal modo il complesso recettoriale attiva o inibisce
la trascrizione del gene.
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Capitolo 6

Rappresentazione schematica delle varie famiglie di recettori di membrana. A. Canali lonici aperti dal legame con |l

neurotrasmettitore. B. Recettori accoppiati a proteine G con la caratteristica struttura a sette zone transmembranarie. C. Recettori per la
matrice extracellulare (integrine). D. Recettori per le dtochine. E. Recettori che possiedono attivita proteinchinaslca Intrinseca (cilindro
grigio) che fosforila residui di tlroslna e/o serina. F. Recettori che possiedono un‘attivita guanilato dclasica intrinseca. G. Recettori per
le lipoproteine. H. Recettori per il TNF o recettori di morte. I. Recettori "toll-llke".

diversi espressi sulla membrana piasmatica delle cellule
umane che possono essere raggruppati in venti famiglie
recettoriali distinguibili per struttura e funzione. Per
alcuni di questi recettori non si conoscono i ligandi en-
dogeni e quindi si parla di “recettori orfani” (vedi co: Ap-
profondimento 13.1.). In questo testo verranno analizzati
solo i recettori piu rilevanti per i quali sono disponibili
strumenti farmacologici e che si possono raggruppare in
nove grandi famiglie, ciascuna delle quali composta da
numerosi membri: recettori-canale, recettori accoppiati
alle proteine G, recettori dotati di attivita tirosinchinasica
intrinseca, recettori dotati di attivita guanilato ciclasica
intrinseca, recettori per l'adesione e il movimento cel-
lulare, recettori per le citochine, recettori per il Tumor
Necrosis Factor (TNF), recettori “toll-like” e recettori per
le lipoproteine (Figura 6.2).

Molti dei neurotrasmettitori stimolano recettori appar-
tenenti a famiglie diverse, in particolare recettori-canale
e recettori accoppiati a proteine G (Tabella 6.1). Come
verra illustrato in dettaglio in seguito e in altri capitoli,
lI'attivazione di un recettore-canale comporta flussi
ionici transmembrana e genera eventi rapidi e di breve
durata, mentre l'attivazione di un recettore accoppiato a
proteina G genera una risposta piu lenta e di maggiore
durata. La stimolazione di recettori diversi da parte di
uno stesso neurotrasmettittore comporta quindi diffe-
renze che non sono solo qualitative (tipo di risposta)
ma anche cinetiche (velocita d’insorgenza e durata della

risposta). La conoscenza dei tipi recettoriali presenti
in una cellula & quindi utile per prevedere quale sara
la sua risposta a un determinato neurotrasmettitore o
farmaco. Allo stesso tempo & importante considerare
che una singola cellula e spesso bersagliata da stimoli/
trasmettitori diversi. La risposta finale della cellula
dipende quindi dai tipi di recettore che essa esprime e
dalle interazioni (cross-talk) che possono aver luogo tra
i vari recettori e i loro sistemi di trasduzione del segnale
(vedi Capitolo 11).

A complicare ancor piu la situazione si sono aggiunti
negli ultimi anni numerosi dati che indicano come le
proteine recettoriali agiscano spesso non da “single” ma
“in coppia”, organizzate in omodimeri o omopolimeri
(fatto che puod avere importanti effetti su parametri come
I'affinita per il trasmettitore e I'efficienza del sistema di
trasduzione del segnale) o anche in eterodimeri/polimeri
(costituiti cioe da proteine recettoriali diverse e sensibili
ad agonisti differenti) dotati di proprieta farmacologiche
e funzionali assai diverse dai recettori monomerici di
partenza. Questa strategia € ampiamente utilizzata in
natura, ad esempio da parte dai recettori delle chemochi-
ne per ampliare la risposta antinflammatoria e adattarla
alle diverse esigenze.

In questo capitolo vengono riportate in breve le caratte-
ristiche tipiche delle diverse famiglie recettoriali e i loro
meccanismi di trasduzione del segnale, rimandando per
i dettagli ai capitoli dedicati ai singoli tipi di recettore.

Neurotrasmettitori con recettori a trasduzione del segnale veloce e lenta

Neurotrasmettitore Risposta veloce

Risposta lenta

Acetilcolina Nicotinici Muscarinicl

CABA GABAa GABAb

Glutammato lonotropi (AMPA, Kainico, NMDA) Metabotropi (MGLURI-mGLURS)
Serotonina 5-HT3 5-HTi 2,45

ATP [=7% Py
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Recettori-canale

Sono canali attivati da ligando che consentono
I il passaggio selettivo di ioni lungo
il gradiente elettrochimico

| recettori-canale sono complessi macroproteici tran-
smembranari che formano un canale ionico la cui pro-
babilita di apertura é regolata dal legame con il neurotra-
smettitore o con farmaci agonisti. L'apertura del recettore
induce un flusso ionico che modifica le concentrazioni
ioniche intracellulari e il potenziale elettrico transmem-
branario. Essi sono tipicamente (ma non esclusivamente)
espressi a livello delle sinapsi interneuronali e neuro-
muscolare. A questa famiglia appartengono i recettori
colinergici nicotinici, i recettori GABAa e GABAc per

il GABA, il recettore per la glicina, i recettori ionotropi

per il glutammato, il recettore 5-HT3per la serotonina,

i recettori P2x per le purine e i canali attivati da protoni.

lrecettori-canale sono composti da 3-5 subunita che de-

limitano un canale idrofilico attraverso il quale passano

in modo controllato e selettivo gli ioni; I'energia per il

loro movimento e data dalla differenza di concentrazio-

ne dello ione a cavallo della membrana cellulare. Nel
complesso sopramolecolare si possono distinguere tre
zone morfofunzionali.

1. La porzione extracellulare, generalmente di grandi
dimensioni, che delimita una larga camera a imbuto
dove si concentrano gli ioni e dove sono localizzati
i siti di legame per i neurotrasmettitori O altri ligan-
di. | siti di legame sono generalmente posti tra due
subunita del recettore-canale (ad esempio, l'a e la
(3 nel recettore nicotinico), e ambedue le subunita
adiacenti contribuiscono a definire le proprieta del
sito di legame. A livello della porzione extracellulare
sono presenti siti di legame allosterici.

2. La porzione intramembranaria, situata alla fine
dell’imbuto, che costituisce il poro ionico vero e pro-
prio. Il poro seleziona gli ioni in base alla dimensione
e alla carica; a questa azione di filtro contribuiscono
amminoacidi carichi disposti in piu anelli lungo la
superficie interna del canale. Si ritiene che l'apertura
del canale, indotta dal legame con il neurotrasmetti-
tore, sia dovuta a modificazione conformazionale di
una o piu subunita, evento che causa uno slittamento
delle stesse e conseguente variazione del calibro del
canale che esse delimitano. | farmaci che si legano al
recettore a questo livello interferiscono con le cineti-
che di apertura e chiusura del canale ionico.

3. La porzione intracitoplasmatica, che presenta siti di
fosforilazione, importanti per la regolazione delle
cinetiche di apertura e chiusura del canale ionico, e
siti di legame con proteine adattatrici che legano il
recettore al citoscheletro e ne garantiscono la stabilita
e la corretta localizzazione nella membrana cellulare.

I farmaci attivi su questa classe di recettori possono
avere come bersaglio il sito ortosterico, sito di legame per
I'agonista naturale (ad esempio, la nicotina sul recettore
nicotinico), oppure possono legarsi a siti allosterici (ad

esempio, le benzodiazepine sul recettore GABAa). Infi-
ne, alcuni farmaci possono interferire con le proprieta
biofisiche e funzionali del canale legandosi a siti posti
nel lume del canale stesso (ad esempio, esametonio per il
recettore nicotinico gangliare o barbiturici per il recettore
gabaergico).

Accanto a questa classe di recettori-canale classica, esiste
un’ulteriore grande famiglia di canali cationici la cui
apertura é controllata da ligandi intracellulari, che sono
stati chiamati TRP (Tmnsient Receptor Potential channeis).
Essi hanno una struttura a sei regioni transmembrana
molto simile a quella dei canali per il potassio, ma la loro
apertura ¢ attivata intracellularmente e direttamente da
secondi messaggeri, quali il Ca2+ lo IP2, il diacilglicerolo,
I'anandamide (cannabinoide endogeno). Appartengono a
questa famiglia anche i recettori per i vanilloidi e per la
capsaicina, I’'ingrediente irritante dei peperoncini; essi
sono presenti soprattutto nei neuroni sensoriali del tri-
gemino e nei gangli delle radici dorsali del midollo dove
agiscono come identificatori primi degli stimoli nocivi di
natura termica e chimica. Tuttavia la loro struttura mo-
lecolare e la (modesta) voltaggio-dipendenza li rendono
piu simili ai canali ionici voltaggio-dipendenti e in quel
capitolo saranno descritti (vedi Capitolo 22).

Recettori accoppiati alle proteine C

L’attivazione dei recettori accoppiati alle proteine G
I induce la generazione di secondi messaggeri

E questa la famiglia recettoriale piti numerosa, (circa 800
membri identificati e i loro geni costituiscono il 2% del
genoma), e rappresenta il bersaglio della maggior parte
dei farmaci utilizzati a scopi terapeutici. Numerosi sono
i segnali extracellulari che attivano questi recettori; tra
qguesti: fotoni, ioni, odoranti, nucleotidi, amine, lipidi,
steroidi, amminoacidi, peptidi, chemochine, virus e
ormoni glicoproteici. La caratteristica dei recettori accop-
piati a proteina G (GPCR, G Protein Coupled Receptor) é di
trasdurre il segnale generato dal legame con il mediatore
attivando una proteina G (una famiglia di proteine ete-
rotrimeriche composte da subunita a, Bey, che legano
GTP e possegono attivita GTPasica intrinseca).

I GPCRin relazione alla loro struttura molecolare, ai loro
ligandi e alle G-proteine associate sono raggruppati in
diverse famiglie. Essi sono formati da una singola cate-
na polipeptidica che attraversa sette volte la membrana
piasmatica in corrispondenza di altrettante regioni idro-
fobiche e che si organizza spazialmente nella membrana
in modo da costituire una particella globulare. Essi sono
spesso chiamati in inglese 7TransMembrane Receptors
(7TMR) (Figura 6.2 e vedi Capitolo 13). Il sito di legame
per il neurotrasmettitore si trova in una zona idrofilica
nelle porzioni transmembranarie O extracellulari della
molecola. Il tratto di sequenza compresa tra la regio-
ne transmembrana 5 e 6, rivolta verso il citoplasma,
é importante per il riconoscimento delle proteine G
specifiche con cui ciascun recettore si accoppia; questo
sito & quindi responsabile della specificita dell’effetto
dell’attivazione recettoriale.



Quando un GPCR viene legato da un agonista, esso su-
bisce una modificazione conformazionale che causa un
aumento di affinita per una specifica proteina G e la sua
attivazione. Lattivazione della proteina G comporta la
captazione di una molecola di GTP da parte della subunita
a e dissociazione del complesso trimerico. La subunita
a e il complesso 3% modulano lattivita di effettori, che
possono essere enzimi (ad esempio, adenilato ciclasi e le
fosfolipasi) o canali ionici. Lo stato di attivazione persiste
finché, grazie all’attivita GTPasica della subunita a, il
GTP viene defosforilato a GDP e il complesso trimerico
(inattivo) si riforma. A seguito della attivazione della pro-
teina G possono aumentare nel citoplasma della cellula i
livelli di secondi messaggeri, ad esempio: cAMP, cGMP,
IP2, Ca2+ (Figura 6.3).

Il termine secondo messaggero identifica sostanze o ioni
(ad esempio, ione calcio) la cui concentrazione varia dra-
sticamente e transitoriamente in risposta all’attivazione
recettoriale e che sono in grado di legarsi a substrati
specifici modificandone la funzione. Essi hanno la fun-

Recettori e modulazione delle risposte recettoriali Capitolo 6

zione di localizzare il segnale aH’internd della cellula e
di amplificare il segnale recettoriale. Nello stato attivo,
la proteina G puo attivare piu copie di effettori capaci
di produrre numerose molecole di secondo messagge-
ro. A sua volta il secondo messaggero pud modulare la
funzione di piu effettori finali (prevalentemente chinasi)
capaci di modificare la funzione di numerosi substrati.
Lattivazione di un GPCR comporta quindi una reazione
di eventi che procede a cascata amplificandosi in termini
guantitativi (Figura 6.3). La durata degli effetti indotti
dall’attivazione di questa classe di recettori pud estender-
si nel tempo indipendentemente dalla durata dell’inte-
razione agonista-recettore ed essere anche dell'ordine di
minuti; essa dipende soprattutto dall’efficienza di mec-
canismi cellulari specifici preposti alla riduzione della
concentrazione del secondo messaggero e all’abolizione
delle modificazioni post-traduzionali da esso indotte.

| recettori accoppiati a G proteine possono formare dimeri,
forse anche oligomeri, sia con recettori dello stesso tipo,
omodimeri, sia con recettori di tipo diverso, eterodimeri

Neurotrasmettitori

1° messaggio

Recettori

Adenilato ciclasi

IP3

2° messaggio

3° messaggio

Oormoni

Fosfolipasi

Proteine G m

Canali ionici Recettore-canale

Figura 6.3 Cascata amplificante Innescata dall'interazione tra un neurotrasmettltore e un suo recettore. Sono mostrati come esempi
un recettore accoppiato a proteina G e un recettore-canale. Linterazione trasmettitore-recettore attiva proteine G specifiche (per sem-
plicita nello schema ne & mostrata solo una) che, a loro volta, possono attivare pitl molecole enzimatiche, dette effettori (ad esempio,
fosfolipasi o ciclasi). Ognuna di esse sintetizza o libera numerose molecole di secondi messaggeri (ad esempio, cAMP, IP3, Ca2# che
a loro volta possono attivare numerose proteinchinasi. La fosforilazione di substrati specifici da inizio alla reazione cellulare che sfocia
nella risposta biologica. Questa cascata amplifica il segnale generato dall'interazione agonista-recettore; il suo sviluppo pud essere
controllato a ogni livello, sia positivamente che negativamente. Nel caso del recettore-canale, il messaggio & trasportato da una rapida
entrata di ioni (milioni/msec) che a seconda dello lone coinvolto pud produrre una cascata metabolica (Ca2+, o una depolarizzazione
(Na+ o una iperpolarizzazlone (CF) della membrana che comportano un cambiamento della polarita della membrana cellulare, che
induce un cambiamento di conformazione di molte proteine di membrana (trasportatori e canali) responsabili dell'effetto biologico.
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(vedi Capitolo 13). Ci sono sempre piu evidenze che la
forma funzionale di questi recettori sia quella dimerica.
La formazione di dimeri garantisce il controllo di qualita
da parte della cellula della corretta struttura del recettore
nel processo di sintesi e garantisce il corretto traffico
cellulare dei recettori e quindi anche la loro presenza alla
membrana cellulare. Questi dimeri, specie gli eterodimeri,
possono avere proprieta farmacologiche e meccanismi
di trasduzione del segnale diversi dai recettori in forma
monomerica. Essi possono essere tessuto-specifici e
anche patologia-specifici, spiegando alcuni effetti strani
e difficilmente comprensibili di alcuni farmaci. Questi
aspetti contribuiscono a meglio capire il meccanismo della
segnalazione intracellulare di questo tipo di recettori e il
meccanismo dazione dei farmaci attivi su di essi.

Recettori con attivita chinasica intrinseca

I La loro attivazione e stimolata dallaformazione di

specifici complessi multiproteici, produce una attivita

chinasica intracellulare e modula sopravvivenza,
differenziamento e proliferazione cellulare

E una famiglia molto numerosa di recettori attivati da
ligandi generalmente proteici, tipicamente i fattori di cre-
scita (insulina e 1GF-1, NGF, EGF, FGF, ErbB, GDNF ecc.)
e molte citochine (solo i recettori a tirosinchinasi sono piu
di 60 raggruppati in 20 famiglie). Essi sono costituiti da
un’unica catena polipeptidica che attraversa una sola volta
la membrana cellulare e sono caratterizzati dal fatto di
possedere nella parte citoplasmatica unattivita chinasica
selettiva su residui sia dello stesso recettore (autofosfori-
lazione) che di numerosi altri substrati (Figura 6.2 e vedi
Capitolo 14). | componenti di questa famiglia possono
distinguersi per alcune peculiarita nell’organizzazione
sopramolecolare e per lattivita chinasica che puo avere
come substrato la tirosina o la serina/treonina e sono
spesso classificati in gruppi distinti. L'interazione ligando-
recettore avviene a livello della porzione extracellulare
della sequenza amminoacidica e porta alla dimerizzazione
del recettore che e la tappa responsabile dell’attivazione
della chinasi intrinseca. Lautofosforilazione di residui
tirosinici o di serina/treonina presenti nella porzione
citoplasmatica del recettore porta a una modificazione
strutturale che favorisce lassociazione con specifiche
proteine citoplasmatiche (adattatori) che consentono la
formazione di complessi multiproteici la cui attivita e re-
sponsabile degli eventi molecolari che inducono la cellula
a sopravvivere, proliferare, muoversi o differenziarsi. Gli
adattatori sono importanti perché la via di segnalazione
a valle del recettore dipende dal tipo di adattatore e dalla
sua particolare localizzazione nella cellula. Gli adattatori
inoltre sono rilevanti nel regolare il traffico entro e fuori
la membrana di questi recettori e il loro turnover. Molti
oncogeni sono recettori per fattori di crescita che, a causa
di mutazioni o delezioni di parte della proteina, hanno
perso la regolazione fisiologica della loro attivita.

I farmaci inibitori delle tirosinchinasi e gli anticorpi
monoclonali specifici per i diversi recettori hanno aperto
vie innovative e spesso assai promettenti per la terapia

selettiva di alcuni tumori e metastasi e per la regolazione
delle risposte immuni (vedi Capitoli 14, 17 e 45).

Recettori con attivita guanilato ciclasica

La loro attivazione produce il secondo
messaggero cGMP localizzato in regioni
sotto la membrana piasmatica

Sono recettori di tipo catalitico presenti sulla membrana
cellulare che una volta attivati da ligando producono
GMP ciclico (¢cGMP). Nei mammiferi sono state identi-
ficate diverse isoforme, ma solo di alcune € conosciuto
il ligando specifico: questi sono il peptide natriuretico
atriale (ANP), il peptide natriuretico del cervello (BNP),
il peptide natriutretico intestinale (CNP) e una tossina
stabile al calore di Escherichia coli, che sembra avere
come controparte di ligando naturale la guanilina/
uroguanilina.

Il recettore é localizzato sulla membrana cellulare ed
e costituito da una singola catena amminoacidica; in
essa si riconoscono un dominio extracellulare, che lega
I’'ormone, una zona idrofobica transmembrana e un do-
minio intracellulare dotato di attivita guanilato ciclasica
(Figura 6.2). Il dominio citoplasmatico possiede inoltre
attivita proteinchinasica che controlla I'aggregazione del
recettore che consegue alla sua attivazione, l'efficienza e
il riconoscimento del ligando. Quando il recettore viene
attivato, esso sintetizza il secondo messaggero cGMP
capace di regolare la funzione di numerosi effettori finali
(prevalentemente chinasi). Nonostante siano relativa-
mente poco rappresentati, essi modulano importanti
funzioni alivello cardiovascolare e intestinale. Ad esem-
pio, vi € una correlazione tra I'aumento dei livelli sierici
di BNP e rischio di patologie cardiache, la distruzione
del gene per il recettore per ’'ANP produce negli animali
ipertensione resistente alla deplezione di sodio, ipertro-
fia cardiaca, modifiche della matrice extracellulare e
fibrosi cardiaca. Il recettore per il CNP e coinvolto nella
secrezione dei fluidi intestinali e nella comunicazione
tra intestino e rene per regolare il bilancio sodico. La
distruzione del gene per il recettore del CNP protegge
gli animali dalla diarrea provocata dall’enterotossina di
Escherichia coli.

La modulazione farmacologica di questi recettori puo
avere un impatto terapeutico a livello di omeostasi pres-
soria e di controllo della diarrea da tossine batteriche.

Recettori per I'adesione cellulare

I recettori per l'adesione cellulare

I sono responsabili della interazione tra cellule
e tra cellule e il microambiente ricco di
informazioni plastiche e statiche

Essi trasducono i segnali che provengono da altre cel-
lule e dalla matrice per regolare la crescita, la motilita,
la forma delle cellule, il loro differenziamento e la loro
esatta posizione nell’organismo sia in condizioni fisio-
logiche che patologiche (ad esempio, metastasi, malattie
cardiovascolari, rigenerazione cutanea). Essi inoltre sono



importanti per la delimitazione di zone della cellula, vedi
ad esempio la precisa delimitazione della zona sinaptica
nelle sinapsi nervose e immunologiche. Tra le molecole
di adesione cellulare (CAM) sono incluse numerose fami-
glie che hanno strutture e ligandi assai diversi. Tra le piu
importanti citiamo le integrine, le caderine, le selectine.
Esse hanno funzione sia meccanica, di ancoraggio tra
la cellula e il suo substrato, sia di trasduzione di segnali
in seguito all’interazione ligando/recettore con lattiva-
zione di eventi biochimici complessi. Le integrine sono
degli eterodimeri costituiti da subunita a e Bassociate;
sono state descritte 18 a e 8 PBsubunita che possono
formare 24 eterodimeri funzionali, con diverse affinita
per i ligandi, caratteristici per i diversi tipi cellulari. Una
caratteristica comune di questi recettori, cosi diversi per
struttura e funzione, & che la loro attivazione comporta
la formazione di complessi multiproteici (a cui parteci-
pano spesso elementi del citoscheletro cellulare) capaci
di reclutare trasduttori utilizzati anche da altre vie di
segnalazione cellulare (vedi Capitolo 16). Ad esempio, sia
le integrine che le CAM attivano tirosinchinasi (tra que-
ste la pit importante é la FAK, Focal Adhesion-associated
Kinase); inoltre le CAM attivano anche vie associate a G
proteine mentre le integrine attivano anche la cascata
delle MAP chinasi. Inoltre questi recettori spesso coo-
perano con altri recettori (recettori per fattori di crescita,
trombina ecc.) e canali ionici per un complesso e inte-
grato processamento dei segnali extracellulari.

Sono stati prodotti molti farmaci che hanno per ber-
saglio le diverse integrine e che sono in avanzata fase
di sperimentazione clinica; tra questi molti anticorpi
monoclonali, peptidi e piccole molecole con attivita anta-
gonista e sviluppati soprattutto come agenti antitumorali
0 immunomodulanti (vedi Capitoli 28 e 45).

Recettori per le citochine

Numerosafamiglia di recettori
I che controllano lafunzione delle cellule
immunitarie ed ematopoietiche

Le citochine sono fattori di regolazione pleiotropici che
controllano diverse funzioni, prevalentemente nei siste-
mi immunitario ed ematopoietico, tra cui proliferazione
e differenziamento. Si distinguono diverse famiglie di
recettori per le citochine in base alla struttura e ai si-
stemi di trasduzione del segnale, ma schematicamente
essi possono essere ricondotti a due gruppi: i recettori di
tipo 1, che legano molti fattori di crescita ematopoietici,
il GH, la prolattina e molte interleuchine, e i recettori di
tipo 2, che legano gli interferoni, le interleuchine 10 e
22 e il fattore VI della coagulazione (vedi Capitolo 15).
lrecettori di tipo 1 sono eterogenei in termini di strut-
tura molecolare; sono composti da due o piu subunita
e sono suddivisi in sottogruppi in base alla presenza di
una subunita comune responsabile della trasduzione
del segnale (Figura 6.2). Ad esempio, i recettori per
IL-3, IL-5, CM-CSF, che appartengono alla famiglia dei
recettori per I’interleuchina 3, hanno ciascuno la subu-
nita capace di riconoscere il proprio ligando, associata
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alla subunita comune yc; i componenti della famiglia
dei recettori per I’interleuchina 6 hanno in comune la
subunita GP130; quelli della famiglia dei recettori per
la interleuchina 2 la subunita IL-2Ra. La trasduzione
del segnale, iniziata dal legame di una citochina, porta
aH'oligomerizzazione recettoriale omologa o eterologa
alla quale segue l’attivazione delle chinasi JAK che
attiva il fattore di trascrizione STAT. Allo stesso tempo,
possono essere attivati degli adattatori che attivano poi
le vie delle MAP chinasi e della PI3 chinasi. Leffetto
finale di una data citochina dipende quindi dai tipi
di recettore che recluta e dalle vie di segnalazione che
attiva che possono essere differenti a seconda delle
cellule e del loro stato funzionale. L'oligomerizzazione
eterologa e la comunanza delle vie di trasduzione del
segnale contribuiscono al pleiotropismo e alla promiscu-
ita della risposta recettoriale tipica di questa classe di
recettori. Puo cosi avvenire che la stessa IL sia implicata
nei fenomeni di immunita e di tolleranza.

| recettori di tipo 2 sono costituiti da due proteine trans-
membrana di struttura analoga ma tra loro distinte,
caratterizzate nella regione extracellulare da tre domini
fibronectin-like e da due domini immunoglobulin-like, che
formano il sito di riconoscimento per i ligandi. La tra-
sduzione del segnale avviene attraverso la dimerizzazione
del recettore, provocata dal ligando, che porta ancora
all’attivazione della via dellaJAK. Caratteristica di questa
famiglia recettoriale ¢ la produzione, mediante splicing
alternativo o proteolisi, di recettori troncati, secreti o
legati alla membrana, che legano il ligando ma non pos-
sono trasdurre il segnale; in questo modo si puo avere
una competizione per il ligando tra i due tipi di recettori
e una ancor piu controllata regolazione dell’effetto delle
citochine.

1l controllo farmacologico di questi recettori puo essere
attuato sia a livello del sito di legame (agonisti e antago-
nisti) che a livello di trasduzione del segnale (sono state
identificate proteine e peptidi che inibiscono selettiva-
mente le chinasi JAK).

La farmacologia anti-citochine € molto recente e ha rivo-
luzionato il trattamento di molte patologie autoimmuni
e inflammatorie. Essa si basa su anticorpi monoclonali
contro le citochine o i loro recettori coinvolti nella re-
golazione della risposta immune, recettori solubili che
funzionano da chelanti le citochine e piccole molecole di-
rette contro le vie chinasiche di trasduzione del segnale.

Recettori per TNF o recettori di morte

Recettori attivatori dell’apoptosi
e dell’inflammazione

A questa famiglia recettoriale appartengono i recettori
per il TNFa e il p75 neurotrophin receptor. Il TNFa &
il principale mediatore dell’apoptosi, ¢ implicato nel
controllo dell’inflammazione e delllimmunita e nella
patogenesi di molte malattie degenerative croniche.
Anche il recettore p75 per le neurotrofine ha un ruolo
nell’indurre apoptosi.

Questi recettori hanno una regione extracitoplasmatica
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di circa 40 AA con uno o due domini ricchi di cistei-
ne, una regione transmembrana e una citoplasmatica.
Quest'ultima dopo l’attivazione da ligando puo reclutare
un dominio strutturale specifico detto Death Domain
(DD, dominio di morte) capace di reclutare un complesso
di segnalazione multiproteico (Figura 6.2). A seconda del
DD reclutato si hanno funzioni diverse. Si riconoscono
due tipi recettoriali: TNFR1, che recluta il DD TRADD
(TNF Receptor Associated DD) che attraverso tappe suc-
cessive arriva all’attivazione di NFkB e media l'attivita
proinfiammatoria e immunostimolante. Il TNFR2 recluta
il DD FADD (Fas Associated DD) che porta all’attivazione
di caspasi 8 e 10 e all’attivazione del programma apop-
totico. Le vie di trasduzione del segnale da parte dei
due recettori hanno anche delle interazioni reciproche e
I'effetto finale € il risultato dell’equilibrio tra queste due
vie. Anche questa famiglia di recettori puo dare origine
a recettori troncati, secreti o legati alla membrana, che
competono con i recettori interi per il ligando, regolando
cosi ancora piu finemente l'effetto finale del TNF (vedi
Paragrafo Decoy receptors e Capitoli 15, 17 e 27).

Sono stati sviluppati molti antagonisti di questi recet-
tori, soprattutto anticorpi monclonali, che agiscono sia
come decoy receptors sia come bloccanti dei recettori di
membrana; essi hanno contribuito a modificare sostan-
zialmente e in modo positivo la terapia di molte patologie
inflammatorie gravi (vedi Capitoli 28 e 45).

Recettori "toll-like™

Recettori che riconoscono i microrganismi
e regolano la risposta infiammatoria

1 recettori toll sono una grande famiglia di recettori
di membrana presenti in tutte le specie, dagli insetti
all'uomo. Inizialmente identificati come regolatori dello
sviluppo embrionale in drosofila, ne é stato in seguito
riconosciuto lo stesso ruolo in altre specie. Essi ricono-
scono motivi molecolari complessi e molto conservati
presenti in cellule eucariote e procariote e la loro at-
tivazione porta a una cascata di eventi che culminano
con la produzione di citochine e chemochine. Essi sono
responsabili per l'attivazione dell’immunita innata, la
prima forma di difesa contro i patogeni, e della risposta
coordinata tra immunita innata e acquisita.

Sono costituiti da una sola catena peptidica, che attraver-
sa la membrana una sola volta, caratterizzata nella parte
esterna da numerosi motivi ricchi di leucina e nella parte
citoplasmatica da siti di omologia con il recettore della
IL-1 (Figura 6.2). Il sistema di trasduzione intracellulare
del messaggio consiste essenzialmente nell’attivazione di
NFkB, attraverso una proteina adattatore, MyoD88 (la
stessa utilizzata dal recettore della IL-1), la kinasi IRAQ
e TRAF6. Essi possono anche attivare AP attraverso la
cascata delle MAP kinasi, o indurre apoptosi, reclutan-
do FADD e la caspasi 8. Le diverse vie di segnalazione
dipendono dai recettori coinvolti e dalle cellule attivate.
Nell'uomo sono stati descritti almeno 11 membri di que-
sta famiglia di recettori che riconoscono specificamente
diversi ligandi (ad esempio, TRL1 e TLR2: lipoproteine

batteriche e peptidoglicani, fibronectina; TLR4: LPS e
batteri Gram negativi, la proteina di fusione del virus
respiratorio sinciziale (RSV), taxolo; TLR5: flagellina
batterica; TRL7 e 8: single strand RNA; TLR9: DNA
batterico non metilato) (vedi Capitolo 47). | recettori
3,7,8,9 sono localizzati in endosomi, gli altri sono sulla
membrana cellulare. L'espressione dei recettori da parte
delle cellule e il riconoscimento dei ligandi & reso piu
efficiente e specifico dall’associazione con recettori per
altre proteine di membrana. | recettori possono eterodi-
merizzarsi e modificare cosi l'affinita e lo spettro di se-
lettivita per i ligandi. Tutto questo comporta una grande
plasticita nella risposta. | TLR sono espressi soprattutto
nelle cellule deputate alla risposta immunitaria contro i
microrganismi, come macrofagi, cellule presentanti gli
antigeni, neutrofili, cellule endoteliali della cute, cellule
del sistema digestivo e polmonare e linfociti B e T.

Da queste brevi notizie si pud capire quanto essi siano
importanti per il riconoscimento dei microrganismi da
parte dell’'organismo e per la modulazione della rispo-
sta immune antinfettiva. Sono gia in sperimentazione
clinica agonisti dei diversi recettori da utilizzare come
adiuvanti nei vaccini, nelle infezioni da virus e batteri
e come coadiuvanti nella terapia antitumorale. La pre-
occupazione maggiore € che una iperstimolazione del
sistema immunitario porti a uno sviluppo di patologie
autoimmuni. Gli antagonisti per i recettori 4,7-9 sono
in fase di sviluppo clinico per le patologie autoimmuni
con possibili buone prospettive, tenendo conto che la
clorochina, uno dei classici immunosoppressori, agisce
bloccando i TRLR.

Recettori per le lipoproteine

e nella modulazione di diverse vie
di trasduzione del segnale

I Recettori importanti per l'endocitosi

Sono recettori capaci di riconoscere le lipoproteine e
molti altri ligandi. A questa famiglia appartengono al-
meno 14 membri e le loro funzioni sono ancora molto
da scoprire, ma quella piu rilevante sembra essere cor-
relata con I'endocitosi (essi sono chiamati, nella nuova
nomenclatura, LDRR, VLDLR, LRP 1-12 suddivisi in 4
famiglie con strutture leggermente diverse).

| ligandi classici sono le diverse forme di lipoproteine
e inoltre trenta ligandi con attivita molto diverse (ad
esempio, tPA, fattori 7, 8 e 9 della coagulazione, com-
plemento, trombospondine, antitripsina, lattoferrina,
rinovirus ecc.). Inoltre LRP 5 e 6 sono co-recettori per
i ligandi Wnt stimolando la via di trasduzione del se-
gnale Wnt-(3-catenina, importante in molte patologie e
possibile bersaglio di farmaci (vedi Capitolo 21). Questi
recettori hanno una parte extracellulare molto estesa
in cui sono presenti Ligand Binding Repeats (LBR), EGF
domains, e altri domini non ben caratterizzati. La por-
zione citoplasmatica e caratterizzata dalla presenza di
motivi che regolano il processo di internalizzazione e
di altri domini capaci di interagire con molte proteine
adattatrici. La funzione piu nota di questi recettori ¢



collegata al metabolismo lipidico essendo direttamente
responsabili dell’internalizzazione di lipoproteine e loro
derivati contribuendo alla loro rimozione dal plasma e
al trasporto all’interno delle cellule (vedi Capitolo 30);
ma essi hanno anche una classica funzione recettoriale
con proprio meccanismo di trasduzione del segnale in
seguito al riconoscimento di molti ligandi. Ad esempio,
l'attivazione da parte dell’attivatore del plasminogeno e
di altre serin proteasi e metalloproteasi induce una casca-
ta di eventi complessi che vanno dall’aumento del Ca+
intracellulare, all’aumento di IP3, all’attivazione di ERK.
Alcuni membri di questa famiglia di recettori hanno un
ruolo nella modulazione della trasmissione sinaptica e
dello sviluppo del sistema nervoso, probabilmente me-
diato dalla capacita di modulare il recettore NMDA del
glutammato attraverso il legame con la proteina PSD95.

Decoy receptors

Recettori silenti che competono
per il legame all’agonista

Alcuni recettori, tipicamente quelli delle citochine e di
alcuni fattori di crescita, possono essere presenti anche
in forma tronca priva del dominio intracellulare. Essi
sono quindi incapaci di trasdurre il segnale, possono
addirittura essere secreti ed entrare in competizione con
i rispettivi recettori completi per il legame con l’agonista.
In tal modo fungono da ulteriore sistema di regolazione
funzionale di questi ultimi. Sono, quindi, un modo nuo-
vo di regolazione fisiologica dell’attivita recettoriale (vedi
Capitolo 17). Si e sfruttata questa situazione utilizzando
come farmaci alcuni di questi recettori solubili o moleco-
le che ne mimino la funzione. Essi sono stati analizzati a
fondo e hanno un impiego clinico per la regolazione del
sistema immunitario/infiammatorio, ma non & escluso
che questo tipo di controllo si verifichi e sia sfruttabile
anche per altri sistemi recettoriali. Ad esempio, una delle
forme piu antiche di questa famiglia & la Acetylcholine
Binding Protein (ABP) che viene secreta nelle sinapsi co-
linergiche di alcune lumache e contribuisce a modulare
la sinapsi colinergica (vedi Capitoli 12 e 34).

Controllo della localizzazione
dei recettori sulla membrana cellulare

Il recettore deve trovarsi
nel posto giusto al momento giusto

Lespressione localizzata e controllata dei recettori nelle
diverse cellule assicura la selettivita tessutale e cellulare
delle risposte a ligandi endogeni. Un ulteriore contributo
al controllo delle risposte cellulari é assicurato dalla pre-
senza di meccanismi che controllano la localizzazione e la
distribuzione subcellulare dei recettori e di altre molecole
importanti per la trasduzione del segnale, meccanismo
guesto fondamentale per garantire il numero e la corretta
funzione soprattutto in strutture complesse come il neu-
rone, la sinapsi neuronaie e quella immunologica (vedi
Capitolo 7, Figura 7.1, Capitolo 41, Figura 41.5 e Capitoli
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32 e 45). Ad esempio, nella placca neuromuscolare il re-
cettore colinergico nicotinico ¢ localizzato in alta densita
(10.000 molecole/mm?2) all’apice delle pieghe della mem-
brana postsinaptica della giunzione neuromuscolare. La
particolare localizzazione é strategica in quanto pone il
recettore proprio di fronte al sito di rilascio dal terminale
presinaptico del neurotrasmettitore acetilcolina. Deficit
della localizzazione subcellulare, in questo caso, com-
porterebbero una drastica riduzione dell’efficienza della
trasmissione sinaptica dato che i recettori piu distanti
non potrebbero essere attivati in quanto l’acetilcolina
viene rapidamente scissa dalle colinesterasi. Lalta den-
sita recettoriale sulla membrana postsinaptica (associata
alla presenza di analoghi meccanismi di controllo della
localizzazione di canali voltaggio-dipendenti) assicura
inoltre che le cariche ioniche che penetrano attraverso la
membrana postsinaptica raggiungano un‘alta concentra-
zione focalizzata tale da garantire la generazione di un
potenziale di placca capace di propagarsi. In altre cellule,
come i neuroni catecolaminergici del SNC, i recettori
sono invece disposti lungo i dendriti e il corpo cellulare
in modo da poter essere attivati da diverse terminazioni
nervose e da neurotrasmettitori che diffondono anche per
spazi non brevi dalla zona di rilascio (volume transmis-
sion). Ugualmente nelle cellule immunocompetenti vi &
una diversa distribuzione dei recettori attivati dall’antige-
ne, strettamente localizzati nella sinapsi immunologica, e
quelli deputati al differenziamento e alla sopravvivenza,
piu diffusi sulla membrana cellulare. Il controllo della
localizzazione & importante anche per permettere I'in-
terazione con altre proteine essenziali alla trasduzione
del segnale. Si e visto che in molti casi I'attivazione dei
recettori comporta la formazione di complessi sopramo-
lecolari. Perché il fenomeno sia efficiente, € necessario
che le diverse proteine coinvolte siano tra loro molto
vicine, immerse in un microambiente favorevole che
garantisca da una parte una certa liberta di movimento
e dall’altra impedisca la loro facile dispersione attraver-
so la diffusione. Spesso il complesso recettori-proteine
adattatrici-trasduttori del segnale viene indicato con il
nome direcettosoma. Un particolare ambiente favorevole
ai meccanismi di trasduzione e rappresentato dai lipid
rafts, sorta di zattere lipido-proteiche caratterizzate da
un’alta concentrazione di colesterolo che possono for-
marsi e disperdersi su zone particolari della membrana;
la loro localizzazione € dinamicamente controllata dal
legame con il citoscheletro.

Come viene attuato e regolato il controllo della localizza-
zione? Per chiarirlo prendiamo in esame due tipi di recet-
tori ionotropi per il glutammato: i recettori tipo AMPA e
tipo NMDA. Questi recettori sono spesso localizzati nella
stessa sinapsi dove lavorano di conserva e l'attivazione del
tipo AMPA ¢é essenziale per una successiva attivazione
del tipo NMDA (vedi Capitolo 38). Si & potuto osservare
che questi recettori interagiscono direttamente con altre
proteine poste nella matrice subsinaptica- PSD95-SAP90,
Shank e Homer - che contengono numerosi domini chia-
mati PDZ (dominio di circa 90 amminoacidi responsabile
di molte interazioni proteina-proteina). Queste proteine
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partecipano a formare una rete multiproteica che ancora
tra loro recettori transmembranari, diversi elementi fon-
damentali per la trasduzione del segnale e componenti
del citoscheletro. Una situazione simile si ha nelle sinapsi
GABAergiche, dove i recettori per il GABA e per la glicina
sono legati tra loro attraverso una maglia esagonale fatta
dalla proteina gefirina, che garantisce I'aggancio con le
proteine del citoscheletro (vedi Capitolo 32 e Figura 32.1).
Questo complesso recettosoma e citoscheletro partecipa a
realizzare il caratteristico aspetto submicroscopico dell’ap-
parato postsinaptico delle sinapsi del sistema nervoso. Il
legame tra recettori e matrice é plastico e pud essere piu
0 meno stabile a seconda della funzionalita cellulare, so-
prattutto nelle cellule nervose e nella parte postsinaptica.
E possibile sperimentalmente dissociare questi complessi
macromolecolari con grave disturbo della funzione recet-
toriale: 1. attraverso I'iniezione intracellulare di peptidi
sintetici solubili contenenti domini PDZ; 2. con oligo-
nucleotidi antisenso che inibiscono la sintesi di proteine
contenenti questi motivi; 3. mediante composti, come la
metil-ciclodestrina, che distrugge i rafts depletandoli di
colesterolo (vedi CD: Approfondimento 6.2. La regolazione
della risposta recettoriale, e Approfondimento 6.3. Ii traffico
intracellulare dei recettori).

Trasporto e traffico cellulare
dei recettori

Come i recettori raggiungono la membrana
cellulare e come ne ¢ regolato il loro numero

1recettori sono sintetizzati nella cellula nel corpo cellulare
onelle zone subsinaptiche dei neuroni nel reticolo endo-
plasmatico; se sono costituiti da subunita, queste vengono
assemblate nel reticolo e subiscono delle modificazioni
post-traduzionali nell’apparato di Golgi. A livello degli
organelli citati avviene il controllo di qualita, che lascia
giungere alla superficie cellulare solo i recettori assemblati
correttamente. In questi passaggi la molecola recettoriale
che sta assemblandosi € normalmente protetta dalla degra-
dazione dall'unione con una o piu proteine della famiglia
delle heat shock proteins. Infine i recettori maturi vengono
trasportati alla membrana cellulare nei siti preposti.
Normalmente vengono sintetizzati piu recettori di quanti
la cellula ne abbisogni. | recettori in sovrannumero e
quelli non assemblati correttamente vengono degradati
dal sistema lisosomiale o della ubiquitina-proteasoma.
Queste tappe, qui brevemente riassunte, sono molto
complesse e regolate da numerose reazioni biochimiche
sotto controllo fisiologico che si attivano o rallentano in
funzione di variabili fisiologiche o patologiche (vedi CD:
Approfondimento 6.3). Esse possono essere quindi anche
bersaglio importante di farmaci. Due esempi: 1. la nicotina
aumenta molto il numero di recettori nicotinici neuronali
presenti sulla superficie cellulare intervenendo nel pro-
cesso di assemblaggio e di maturazione dei recettori; 2.
farmaci che diminuiscono l'attivita del proteosoma hanno
attivita antitumorale e antinfiammatoria, e sono gia in
studio clinico.

Un aspetto particolare ¢ quanto accade alla superficie
cellulare. Se statisticamente, all’equilibrio, il numero di
recettori e stabile in una data cellula o in parte di essa,
guesto equilibrio & raggiunto attraverso un dinamico
rapporto tra i recettori inseriti e i recettori rimossi dalla
superficie (turnover del recettore). Questo traffico alla
membrana cellulare é regolato da farmaci e dalla funzio-
ne cellulare ed e responsabile di molte delle risposte ai
famaci e dell'attivita cellulare. Basti pensare ai processi di
desensitizzazione dei GPCR e alle modifiche del numero
dei recettori glutammatergici nelle sinapsi eccitatorie
dopo long term potentiation o long term depression
(vedi cD: Approfondimenti 6.2, 6.3 e 38.1).

Modulazione delle risposte recettoriali

La desensitizzazione e la sensitizzazione
della risposta recettoriale

La capacita delle cellule di rispondere a stimoli esterni
é caratterizzata dal fatto che le risposte recettoriali sono
controllate in termini quantitativi e temporali. Le strate-
gie attuate per esercitare questo controllo sono molteplici
e comprendono i meccanismi di sintesi, trasporto e rimo-
zione dalla membrana piasmatica dei recettori (controllo
del numero) e la regolazione della capacita del recettore e
degli effettori di rispondere al mediatore. Alterazioni di
questi controlli sono alla base di numerosi stati patologici.
Esempi sono: 1. la miastenia grave (dovuta a riduzione
del numero di molecole di recettore per lacetilcolina
presente sulla membrana postsinaptica della giunzione
neuromuscolare); 2. la sindrome di femminizzazione
testicolare (dovuta a mancanza genetica di recettori
per gli androgeni); 3. alcune forme di diabete insulino-
resistenti (dovute a riduzione del numero di recettori per
I'ormone). In altri casi l'alterazione del numero di recet-
tori € secondaria ad alterazione dei meccanismi che ne
regolano l'espressione ed é responsabile di almeno parte
della sintomatologia della malattia primaria (ad esempio,
alcuni sintomi cardiovascolari che compaiono in corso
di ipertiroidismo sono dovuti all'aumento di recettori
(3-adrenergici o di proteine Gs accoppiate all’adenilato
ciclasi la cui espressione genica & positivamente control-
lata dagli ormoni tiroidei). Stati patologici che causano
attivazioni prolungate di un sistema trasmettitoriale
possono portare ad alterazioni del numero dei recettori
e/o della capacita di trasdurre il segnale neurotrasmet-
titoriale. Un esempio tipico é rappresentato dal sistema
adrenergico a livello cardiaco dove stati patologici che
portano ad attivazione prolungata del sistema simpati-
co, come l'insufficienza cardiaca o I'infarto, inducono
allo stesso tempo un aumento del numero dei recettori
P-adrenergici nelle miocellule e una riduzione della
capacita dei recettori stessi di trasdurre correttamente il
segnale neurotrasmettitoriale (vedi cD: Approfondimento
6.2). Infine & ben noto il fenomeno dell’'ipersensibilita
da denervazione della fibra muscolare. La denervazione
o I’inibizione cronica del rilascio di neurotrasmettitore
(ad esempio, per avvelenamento da tossina botulinica)



provocano un aumento persistente e diffuso del numero
di recettori nicotinici per l'acetilcolina sulla membrana
della cellula muscolare. Lipersensibilita da denervazione
e un fenomeno caratteristico per le cellule che formano
contatti sinaptici e, in minor misura, € presente anche
in altri tessuti eccitabili, come i tessuti muscolari lisci e
le ghiandole. E evidente il significato finalistico di que-
sti fenomeni di adattamento delle risposte recettoriali:
I'assenza di segnale induce la cellula ad aumentare il
numero di recettori superficiali in modo da aumentare le
probabilita di interazione con il trasmettitore e quindi di
sentire il segnale; al contrario, I’'eccesso di stimolazione
viene tamponato attraverso una riduzione della capacita
di risposta (vedi cD: Approfondimento 6.2).

Modulazione delle risposte recettoriali
ai farmaci

In analogia con gli esempi “naturali” riportati sopra, la
risposta recettoriale puo essere modulata dalla durata e
dall’intensita dell’esposizione a farmaci agonisti o anta-
gonisti. Questo adattamento recettoriale alla stimolazio-
ne farmacologica é bidirezionale. Infatti il trattamento
cronico con agonisti porta generalmente a una riduzione
delle risposte recettoriali mentre il trattamento con far-
maci antagonisti puo indurre un aumento.

I meccanismi che sono alla base di questi fenomeni
di adattamento al trattamento farmacologico vengono
trattati in dettaglio nel cD: Approfondimento 6.2. Qui
si fornisce una breve descrizione di questi fenomeni
finalizzata soprattutto alla loro classificazione.

La riduzione delle risposte recettoriali dovuta a tratta-
mento con agonisti viene detta refrattarietd o, con un
termine “prestato” dall’inglese, desensitizzazione; questo
fenomeno e la base cellulare e molecolare di alcuni di
quei processi che portano alla tolleranza ai farmaci (vedi
Capitolo 7).

La perdita della capacita di rispondere all’agonista puo
essere specifica per il recettore che e attivato: in questo
caso si parla di desensitizzazione omologa. Spesso pero
l'attivazione prolungata di un sistema recettoriale induce
desensitizzazione anche di altri recettori che utilizzano la
stessa via di trasduzione del segnale o gli stessi effettori.
Questo tipo di desensitizzazione crociata & detta desensi-
tizzazione eterologa ed € un evento relativamente diffuso
tra i recettori che sono accoppiati a proteine G. Essa pud
essere dovuta a modificazioni della molecola recettoriale
0 a modulazione dellattivita di proteine G e di sistemi
effettori (ciclasi, fosfolipasi, canali ionici ecc.) comuni a
piu recettori.

In linea teorica, la desensitizzazione puo avvenire a

Recettori e modulazione delle risposte recettoriali

Capitolo 6

qualunque livello: riduzione dell’affinita, incapacita di
trasdurre il segnale, riduzione del numero di molecole
recettoriali. Lultimo meccanismo viene piu comune-
mente detto down regulation (regolazione verso il basso,
riduzione). Ciascun recettore puo andare incontro a de-
sensitizzazione con modalita proprie, talvolta comuni e
spesso diverse da quelle utilizzate da altri recettori anche
nella stessa cellula; inoltre, I'entita della desensitizza-
zione puo differire, per uno stesso recettore, tra tessuti
diversi. Nonostante la varieta, & possibile riconoscere
meccanismi e strategie comuni di desensitizzazione
all’interno di alcune delle grandi superfamiglie recetto-
riali (vedi CD: Approfondimento 6.2).

In particolare, per i recettori-canale il fenomeno della
desensitizzazione si esplica prevalentemente attraverso
la perdita della capacita di regolare lo stato d’apertura
del canale ionico (evento spesso rapido e dall’altrettanto
rapido recupero). Benché per questi recettori la desen-
sitizzazione sia una proprieta intrinseca della molecola
e in parte legata alla loro sequenza amminoacidica, la
velocita del processo di desensitizzazione puo essere
modulata da fosforilazioni del recettore stesso.

Per i recettori GPCR si riscontrano sia alterazioni
dell’affinita (riduzione della capacita di legare I’agoni-
sta) che della capacita di trasdurre il segnale (ridotta
capacita di attivare la proteina G, disaccoppiamento); a
questi due eventi (che in genere insorgono rapidamente)
spesso segue anche un aumento della velocita di rimo-
zione del recettore dalla membrana (internalizzazione)
a cui consegue una riduzione significativa del numero
di recettori espressi in superficie (down-regulation).
Questi fenomeni sono legati a processi di fosforilazione
recettoriali spesso mediati da specifiche chinasi e che
comportano la formazione di complessi macromoleco-
lari specifici che mediano sia I'internalizzazione che il
disaccoppiamento.

Per i recettori per i fattori di crescita (recettori ad attivita
tirosinchinasica) il fenomeno dell’internalizzazione, a
cui consegue down-regulation, fa parte intrinseca del
meccanismo di attivazione del recettore stesso.

Il fenomeno opposto alla desensitizzazione é definito
sensitizzazione ai farmaci o, pit comunemente, up-
regulation. Nella maggior parte dei casi, la up-regulation
e legata a un aumento dell’espressione genica del recetto-
re. Laumento del numero di recettori che viene indotto
dal trattamento cronico con un antagonista comporta
un’aumentata sensibilita al neurotrasmettitore endogeno
guando la terapia con l’'antagonista viene sospesa. Poiché
il “riadattamento” della cellula alla situazione originaria
richiede tempo, & prassi terapeutica procedere a una
sospensione graduale del trattamento quando la terapia
e attuata in modo cronico con antagonisti.
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TAKE HOME MESSAGE

La maggior parte delle comunicazioni tra cellule, sia tra cellule contigue che

tra cellule lontane tra loro, avviene attraverso un sistema di messaggeri (ioni,
neurotrasmettitori, peptidi, ormoni, lipidi ecc.) rilasciati da una cellula e riconosciuti
da un'altra cellula attraverso molecole particolari chiamate recettori.

| recettori per trasmettitori endogeni possono essere raggruppati in base alla

struttura molecolare.

I membri di una stessa famiglia di recettori hanno strategia di trasduzione del

segnale simile.

| recettori sono modulabili nella loro risposta sia nello spazio che nel tempo.

La maggior parte dei farmaci agisce legandosi e inattivando/attivando uno o piu

recettori.

Si pud agire sui sistemi recettoriali con i farmaci anche interferendo con le vie
di trasduzione del segnale intracellulare o modificando il traffico, la localizzazione
e il numero dei recettori alla membrana cellulare.
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Adattamento della risposta
alle sostanze e tossicodipendenza

Cristiano Chiamulera

Obiettivi formativi

Acquisire le definizioni del fenomeno dell'adattamento della risposta alle sostanze, e in particolare
di quelle note per indurre tossicodipendenza, come analogia con le altre forme di plasticita

Conoscere e apprendere i meccanismi molecolari, cellulari e sistemici come correlati meccanicistici
dei fenomeni (ad esempio, la tolleranza) e dei sintomi (ad esempio, la ricaduta compulsiva) associati

alla tossicodipendenza

Conoscere le piu recenti scoperte che hanno permesso avanzamenti conoscitivi in ricerca e applicativi

in clinica

Approfondire i concetti di riferimento psicologico e clinico della tossicodipendenza, le conoscenze
sulle principali sostanze d'abuso, sui loro meccanismi d'azione e sui farmaci usati nella terapia di

disassuefazione

Definizione dei concetti
di adattamento, allostasi e omeostasi

L'adattamento & una caratteristica peculiare del mondo
biologico. E la proprieta che permette ai sistemi biologici
di adattarsi all’'ambiente; ambiente definito in senso am-
pio come I'insieme degli stimoli esterni e interni ai quali
& esposto un organismo nel corso della sua esistenza.
Adattamento e quindi I'insieme di eventi che nel corso di
tutta la vita, incluso il periodo prenatale, permette lo svi-
luppo e il mantenimento dell’'organismo quando esposto
a condizioni mutevoli. Cio é possibile perché I'organismo
ha sviluppato meccanismiin grado di mettere in atto delle
risposte compensative che si instaurano a vari livelli.
L'adattamento & parte integrante della filogenesi e della
fisiologia dell'organismo adulto, ma acquista particolare
interesse di studio e di intervento terapeutico quando
e dovuto all’esposizione a fattori ambientali anormali
o patologici, come ad esempio stress cronico, infezioni,
sostanze, tossine o alimenti. In questo caso I'adattamento,
se e in grado di raggiungere dinamicamente un nuovo
stato di equilibrio, si definisce allostasi (allos: diverso,
invece di omoios: simile).

Allostasi € il processo tramite il quale I'organismo man-
tiene stabilita fisiologica modificando i suoi parametri
interni in accordo appropriato alle esigenze ambientali.
Mentre I'omeostasi € lo stato in cui tutti i parametri fi-

siologici operano entro valori normali, l'allostasi € uno
stato dinamico di risposta e fluttuazione finalizzato
all’adattamento a condizioni mutevoli.

Tra tutti i sistemi, il sistema nervoso centrale (SNC) e
quello che presenta il piu alto grado di adattamento.
L'adattamento neurale, o neuroplasticita, si manifesta sot-
to forma di modifiche morfologiche e funzionali a livello
molecolare, cellulare e dei circuiti neuronali. Caratterizza
lo sviluppo morfologico e funzionale del sistema nervoso
e, nell’eta adulta, I'apprendimento, la memoria, la capacita
di recupero, le risposte ai farmaci e alle sostanze.

In genere, si tende a definire un processo di adattamento
in base alla sua persistenza nel tempo, e alla tipologia
di condizione mutevole che lo ha indotto. Questultimo
puo includere un’ampia gamma di stimoli sensoriali,
nutritivi, patologici e farmacologici. La ricerca nelle
Neuroscienze ha dimostrato come la maggior parte delle
‘esperienze” di un individuo permette l'attivazione e il
mantenimento di fenomeni di neuroplasticita: imparare
a pettinarsi in modo automatico, la conoscenza di una
lingua, il riconoscimento di espressioni facciali. La
scoperta di meccanismi comuni alla base della neuro-
plasticita ha cosi ampliato il concetto di “memoria”, non
piu ristretto al ricordare esperienze, nomi e concetti (la
cosiddetta memoria dichiarativa), ma anche comprensivo
dell’'apprendere automatico di movimenti, informazioni
0, pit in generale, I'apprendere stimoli - inclusi quelli
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farmacologici - che afferiscono al corpo e al suo organo
di relazione con l'ambiente, il cervello (vedi CD: Appro-
fondimento 7.1. Una definizione moderna di memoria).
Anche la ripetuta stimolazione farmacologica a livello
recettoriale pud fungere da stimolo induttore di adatta-
mento, rispettivamente molecolare, cellulare e sistemi-
co. Lesposizione ripetuta a una sostanza puo0 causare
tossicodipendenza. La tossicodipendenza é la perdita di
controllo dell'uso di una sostanza, ovvero € la ricerca e
l'assunzione compulsiva di questa a dispetto delle con-
seguenze avverse. La tossicodipendenza puo durare per
anni a causa di un alto rischio di ricaduta, suggerendo
che essa coinvolga modificazioni stabili nel cervello.
Quindi, per comprendere e trattare la tossicodipendenza
e importante conoscere gli effetti molecolari e cellulari
delle sostanze d’abuso e come questi effetti inducano
modifiche persistenti nel cervello.

Questo capitolo affronta il fenomeno dell’adattamento
della risposta alle sostanze, e in particolare di quelle
note per indurre tossicodipendenza, le cosiddette so-
stanze d’abuso. L'analogia con le altre forme di plasticita
cerebrale, come i vari tipi di memoria, ha permesso
negli ultimi anni di definire un paradigma comune.
L’identificazione di meccanismi molecolari, cellulari e
sistemici comuni ha fornito correlati - e quindi costrutti
meccanicistici - dei fenomeni (ad esempio, la tolleran-
za) e dei sintomi (ad esempio, la ricaduta compulsiva)
associati alla tossicodipendenza. Tali conoscenze si
sono sviluppate in concomitanza con avanzamenti tec-
nologici (ad esempio, la visualizzazione cerebrale) che
hanno permesso avanzamenti conoscitivi in ricerca, e
applicativi in clinica.

L'adattamento molecolare,
cellulare e sistemico

Tutte le cellule presentano delle strutture atte a ricevere
informazioni dalle cellule e dallo spazio extracellulare
adiacente. Il neurone riceve stimoli da altri neuroni tra-
mite le connessioni sinaptiche. Il neurone puo ricevere
stimoli afferenti tramite la trasmissione neurochimica
(neurotrasmettitori endogeni), oppure tramite sostanze
esogene che arrivano dal circolo sanguigno (come farmaci
e droghe). La risposta biologica si innesca quando il lega-
me recettoriale e la trasduzione del segnale portano alla
cascata di eventi caratterizzanti. Quando lo stimolo, cioe
i ligandi neurotrasmettitoriali o farmacologici, si presenta
in modo anomalo, si puo indurre neuroplasticita sinaptica.
Questi modi anomali possono essere:

minore 0 maggiore concentrazione sinaptica del li-

gando;

minore o maggiore durata temporale della presenza

del ligando a livello sinaptico;

aumentata frequenza di stimolazione, ad esempio per

trattamenti ripetuti nel tempo.

Queste anomalie inducono delle risposte adattative acute
o croniche. Mentre le prime rientrano nelle caratteristiche

fenotipiche di recettori ed enzimi (ad esempio, la rapida
desensibilizzazione di recettori a canale ionico), le secon-
de sono caratterizzate da risposte biologiche modificate
che si possono protrarre nel tempo.

Il neuroadattamento pud essere descritto in due for-
me diverse. La prima forma, definita neuroplasticita
transiente, implica le modifiche neuronali e sinaptiche
della durata dalle ore alle settimane. La seconda forma,
la neuroplasticita stabile, persiste per settimane fino a
modifiche permanenti.

Prima di descrivere i principali livelli di adattamento di
un neurone, e utile ricordare I'analogia con la rappre-
sentazione tradizionale di memoria. L'apprendimento e
il ricordo di una parola sentita piu volte corrispondono
all’adattamento di circuiti neuronali esposti alla stessa
stimolazione (la parola) ripetuta piu volte. 1l ricordo di
quella parola corrisponde quindi a modifiche persistenti
di funzioni sinaptiche e neuronali. Analogamente accade
con l'esposizione ripetuta a un farmaco o a una droga.
Questa moderna definizione cellulare di memoria, ora
estesa anche agli stimoli farmacologici, permette di iden-
tificare meccanismi molecolari comuni che sottostanno
alla base delle diverse forme di neuroplasticita (vedi CD:
Approfondimento 7.1).

L'adattamento cellulare

Le risposte neuroadattative all’esposizione cronica ai far-
maci e alle sostanze d’abuso possono avvenire a livello di:
conformazione e stato allosterico recettoriale;
cascata dei secondi messaggeri e dei livelli di calcio
intracellulare;
proteinchinasi;
fattori di trascrizione e regolazione dell’espressione
genica.

La regolazione dell’espressione genica e uno dei meccani-
smi piu studiati di adattamento cellulare e puo portare a
cambiamenti stabili nel neurone. Modifiche delle funzioni
nucleari e alterazioni dei fattori di trascrizione per deter-
minati geni target possono causare perturbazione delle
vie di trasduzione intracellulare. Lalterata espressione
di questi geni porta alla modifica della funzionalita del
neurone, dei corrispondenti circuiti neuronali e processi
psico-comportamentali. Un numero limitato di fattori di
trascrizione sembra giocare un ruolo fondamentale nel
mediare I'adattamento da farmaci e droghe.

E stato dimostrato che esistono anche cambiamenti a
livello post-traduzionale deilivelli di proteina in una cel-
lula. Si e visto che le droghe possono indurre alterazioni
della traslazione del’'mRNA, della degradazione proteica
e del targeting corretto di una proteina nella cellula.
L'adattamento sia nella fase di apprendimento che nella
fase di consolidazione sfrutta meccanismi fisiologici che
abbiamo visto comuni al processo di memorizzazione,
ad esempio, dei ricordi. Il nuovo equilibrio allostatico
rimane tuttavia tale fintanto che persiste I'esposizione alla
stimolazione protratta al segnale neurotrasmettitoriale
e farmacologico. Quando questo viene a mancare - ad



esempio con la cessazione brusca e l'astinenza - l'equi-
librio allostatico si manifesta come squilibrio e quindi
come disturbo.

Effetti dell'esposizione ripetuta
alle sostanze

Molti trattamenti farmacologici richiedono un regime po-
sologico che prevede piu di una singola somministrazione
acuta di farmaco. Le ragioni possono essere diverse e
ascrivibili al profilo farmacocinetico e farmacodinamico,
oppure dipendere dallo sviluppo temporale e dalle even-
tuali recidive della patologia sotto trattamento.

Dal punto di vista farmacocinetico, un trattamento ripe-
tuto (diverse somministrazioni di un singolo dosaggio, ad
esempio piu pillole al giorno) o costante (unica sommini-
strazione protratta, ad esempio una formulazione a lento
rilascio) garantisce il raggiungimento e il mantenimento
dei livelli plasmatici del farmaco entro cui si osserva l’ef-
fetto terapeutico. Il razionale posologico puo essere basato
sulle proprieta farmacodinamiche del farmaco e sulla loro
modulazione nel tempo, oppure sull’'osservazione clinica
della remissione dei sintomi.

Un tipico esempio noto da anni é che la comparsa dell’ef-
ficacia clinica degli antidepressivi nella remissione dei
sintomi della depressione maggiore richiede almeno 3-4
settimane di trattamento. La conoscenza del meccanismo
d’azione di alcuni di questi farmaci - I'aumento dei livelli
sinaptici delle monoamine - non é in grado di spiegare
questa lenta insorgenza dell’effetto clinico. Studi recenti
hanno suggerito che probabilmente I'efficacia di questi
farmaci derivi dalla ripetuta stimolazione dei livelli di
monoamine, i quali a loro volta indurrebbero modifiche
a livello di espressione genica in alcuni circuiti neuronali
coinvolti nella regolazione dell'umore.

Importante & definire il termine “trattamento cronico”
come trattamento farmacologico di durata protratta nel
tempo, che non implica tuttavia la costanza dei livelli
plasmatici. Gli effetti cronici di un trattamento farma-
cologico o di una sostanza d’abuso si possono osservare
anche con una ripetizione della somministrazione che sia
solo una volta al giorno, o anche alla settimana. Cio che
e invece importante ¢ per quanto tempo si protrae tale
uso del farmaco o della sostanza d’abuso.

Questo é particolarmente rilevante nelle tossicodipenden-
ze, dove ad esempio la dipendenza all’ecstasy o allalcol
si possono instaurare anche con assunzioni limitate al
week-end.

Come l'esposizione cronica ai farmaci puo indurre delle
modifiche adattative necessarie per la comparsa dellef-
ficacia clinica desiderata, analogamente la cronicita del
trattamento farmacologico - o piu in generale dell’as-
sunzione di sostanze ad azione biologica sull’organismo
- puo indurre una serie di effetti indesiderati o tossici.
Questi includono la ridotta o assente risposta clinica e
la comparsa di eventi avversi e tossici.

| fenomeni dovuti all’esposizione cronica ai farmaci sono
la tolleranza, la sensibilizzazione (o tolleranza inversa). |
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fenomeni associati all’interruzione dell’esposizione cro-
nica sono le sindromi d’astinenza (o cessazione brusca)
fisica e psicologica.

Tolleranza

La tolleranza & quell’insieme di fenomeni ascrivibili alla
riduzione o alla perdita della riposta biologica indotta
dal farmaco, ovviamente quando sia dimostrato che tale
riduzione non sia dovuta all’esacerbazione della patologia
sotto trattamento. La tolleranza a un farmaco corrisponde
alla graduale perdita dell’efficacia terapeutica dopo som-
ministrazioni ripetute, ma che si puo tuttavia ristabilire
aumentandone il dosaggio.

Il problema principale della tolleranza farmacologica &
che non é necessariamente presente per tutti gli effetti
biologici indotti dal singolo farmaco. Pud essere talvolta
assente per alcuni effetti indesiderati o tossici. Laumento
della dose per contrastare l'insorgenza della tolleranza
pud quindi comportare il raggiungimento di livelli
plasmatici in grado di indurre altri effetti, quelli che
non vanno incontro a tolleranza e che possono essere
indesiderati, tossici o addirittura letali.

A livello funzionale, viene concettualizzata come una
risposta adattativa uguale e contraria messa in atto
dall’lorganismo. Il primo livello a cui si manifesta la tol-
leranza é quello relativo all’attivazione e alla trasduzione
recettoriale attraverso il quale si instaura l'effetto farma-
cologico, e quindi a cascata con ripercussioni a livello
cellulare e sistemico. Ad esempio, uno dei meccanismi
biologici che sottendono la tolleranza agli oppiacei &
la down-regulation dei recettori per gli oppioidi. Altri
meccanismi comprendono: a) ridotta attivita sinaptica;
b) ridotto numero di bottoni sinaptici; c) ridotta sintesi
di neurotrasmettitore; d) riduzione dei meccanismi di
trasporto e localizzazione dei recettori.

In definitiva, il circuito neuronaie presenta una funzione
neurochimica ridotta in risposta al trattamento farmaco-
logico quando questo e stato applicato in una modalita
di trattamento cronico.

Sensibilizzazione

La sensibilizzazione & stata per molto tempo definita
come tolleranza inversa, ovvero come aumentata risposta
biologica al trattamento cronico con una sostanza. La
concettualizzazione del fenomeno della sensibilizzazione
non e intuitiva, in quanto si suppone che I'organismo
metta in atto risposte adattative contrarie all'azione del
farmaco, e non additive o sinergiche. Mentre la tolleranza
€ un meccanismo adattativo di tipo “difensivo”, la sensi-
bilizzazione sposta la regolazione della riposta biologica
verso una forma allostatica di “ipersensibilita”.

Anche se fisiologicamente I'aumento della risposta biolo-
gica corrisponde a un miglioramento della funzione - ad
esempio I'ipersensibilita a uno stimolo tattile potenzial-
mente dolorifico permette di anticiparne la percezione
e quindi l'evitamento - nel caso della sensibilizzazione
farmacologica puo comportare dei rischi di tossicita. La
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sensibilizzazione e un fenomeno che solo negli ultimi
anni é stato proposto come una delle caratteristiche
principali della dipendenza psicologica alle sostanze
d’abuso, in particolar modo agli psicostimolanti. Analo-
gamente alla tolleranza, la sensibilizzazione si manifesta
a vari livelli di complessita biologica, dai recettori alla
regolazione dell’espressione genica, dalla modifica mor-
fologica dei neuroni all'aumento di varie risposte psico-

comportamentali.

Il trattamento cronico con amfetamina, cocaina, nicotina
e altre sostanze d’abuso in cavie da laboratorio induce un
aumento dei processi neuronali e del numero di sinapsi.
E importante sottolineare come anche la sensibilizzazione
sia una forma di adattamento allostatico che si instaura
e si mantiene come memoria, cellulare e sistemica, che
puo essere “richiamata” anche dopo molto tempo. La
ricerca psicofarmacologica ha individuato meccanismi
neuronali alla base della sensibilizzazione, che si posso-
no sinteticamente descrivere come una serie di eventi di
ipersensibilita neurochimica che si instaura e che perma-
ne nel tempo, anche dopo la completa disassuefazione,
similmente alle varie forme di memoria.

E noto come gli ex-alcolisti debbano astenersi dall’assu-
mere quelle sostanze che contengono quantitativi anche
minimi di alcol per evitare effetti euforici che possano
portare alla ricaduta. Questo rischio, ampiamente noto,
¢ stato studiato anche dal punto di vista neurochimico.
E stato osservato che diverse tipi di recettori, come
quelli per il glutammato sottotipo NMDA, aumentano
di numero dopo esposizione cronica alletanolo e tale
up-regulation recettoriale media la capacita di basse con-
centrazioni di etanolo di stimolare i processi di ricerca e
assunzione della bevanda alcolica.

La risposta di sensibilizzazione si manifesta quindi
come una risposta farmacologica che si puo ottenere
con dosaggi bassi, gli stessi che originariamente, prima
dell’esposizione protratta, non avrebbero indotto alcun
effetto farmacologico.

Sindrome da cessazione e crisi d'astinenza
fisica e psicologica

Per molte classi di farmaci, in particolare quelle per il
trattamento dei disturbi del SNC, sono state descritte
delle sindromi dovute all’interruzione del trattamento.
Generalmente tali sindromi - diverse da classe a classe
- si osservano quando il trattamento si protrae da un
certo tempo, e quando viene interrotto bruscamente.
La caratteristica comune e la ricomparsa dei sintomi
della patologia sotto trattamento con una gravita uguale,
oppure addirittura maggiore, fenomeno questo definito
rebound effect (effetto sponda). Sono stati descritti ad
esempio rebound di ansia, insonnia, ipertensione.

Recentemente sono state descritte sindromi complesse
da cessazione degli antidepressivi inibitori della ricapta-
zione della serotonina (SSRI, Selective Serotonin Reuptake
Inhibitors). Il quadro della cessazione brusca da SSRI &
complesso e si manifesta anche in casi di sola riduzione

del dosaggio del farmaco. Si é visto che la gravita della
sindrome e correlata ai tempi di dimezzamento dei livelli
plasmatici dei vari farmaci SSRI. Il rispetto delle indica-
zioni sulle modalita d’uso degli SSRI (durata e dosaggio
del trattamento), cosi come della loro interruzione (ridu-
zione graduale del dosaggio) permette di ridurre i rischi
della comparsa della sindrome da cessazione brusca.
Nonostante le attuali divergenze sul riconoscimento
diagnostico della sindrome da cessazione brusca, i dati
disponibili sembrano escludere che il fenomeno sia asso-
ciabile all’esistenza di una dipendenza fisica o psicologica
al farmaco. Come si vedra in seguito, la diagnosi dello
stato di dipendenza da sostanze deve soddisfare una serie
di criteri diagnostici necessari. La presenza di dipenden-
za fisica non € un criterio sufficiente e necessario, anche
se e incluso nel quadro diagnostico di alcune forme di
tossicodipendenza.

I meccanismi molecolari, cellulari e sistemici alla base
delle sindromi da cessazione e delle crisi d’astinenza fisi-
ca e psicologica sono tutti ascrivibili allo smascheramento
di un adattamento il quale - fintanto che il farmaco é
presente nel corpo - non € manifesto.

Le crisi d’astinenza sono dei quadri sintomatici che, con
entita variabili, si osservano alla cessazione di quasi tutte
le sostanze d’abuso. La sintomatologia pud essere sia
fisica che psicologica, con differenze da droga a droga.
In genere, queste forme di adattamento si manifestano
all’astinenza dalla sostanza con effetti contrari a quelli
desiderati con il trattamento (eccitazione dopo protratto
trattamento sedativo), oppure con la ricomparsa dei
sintomi sotto trattamento (insonnia dopo trattamento
prolungato con sonniferi benzodiazepinici).

Ad esempio, l'astinenza dell'oppiaceo ipnotico-sedativo
eroina induce una crisi d’astinenza fisica caratterizzata
da una eccitazione generalizzata. Al contrario, la cessa-
zione dello psicostimolante cocaina si manifesta con una
sindrome di tipo psicologico con alterazioni dell'umore e
dell’affettivita. L'astinenza da nicotina presenta ambedue
le classi sintomatologiche, dove curiosamente il principale
sintomo fisico e I'aumento di peso. Nonostante |'evidente
differenza di gravita clinica della sintomatologia fisica
di eroina e nicotina - ad esempio crampi e dolore nella
prima ma non nella seconda - sono entrambe condizioni
cliniche che possono portare alla ricaduta all’assunzione
della sostanza, ad esempio contrastare il dolore negli
eroinomani e per controllare il peso nei fumatori.

La tossicodipendenza come
paradigma di adattamento allostatico

I diversi fenomeni di adattamento dell'organismo alla
risposta biologica indotta dai farmaci trovano una rap-
presentazione paradigmatica nella tossicodipendenza.
La tossicodipendenza e un disturbo del comportamento
dovuto all’assunzione cronica di sostanze d’abuso. Il ter-
mine comune di droghe si applica a tutte quelle sostanze
(ad esempio bevande alcoliche, oppio ecc.) che contengono
uno o piu molecole chimiche ad azione psicoattiva e in



grado di indurre dipendenza (rispettivamente etanolo,
morfina ecc.), definite sostanze d’abuso (Tabella 7.1 e vedi
CD: Approfondimento 7.2. Il condizionamento come processo
psicologico alla base della tossicodipendenza).

Una sostanza d’abuso induce dipendenza se possiede
proprieta di rinforzo, ovvero esercita effetti piacevoli in
grado di aumentare la probabilita che l'assunzione si
ripeta in seguito. Questa ¢ la caratteristica farmacologica
che porta all'induzione e al mantenimento del com-
portamento tossicodipendente. Quando una sostanza
agisce da rinforzo, significa che induce e mantiene un
condizionamento operante (detto anche strumentale). Il
condizionamento operante ¢ il processo di apprendimen-
to che garantisce la ripetizione di quei comportamenti
che portano al conseguimento di piaceri naturali, come
il corteggiamento, I'approccio, la ricerca del cibo e dei
liguidi. Quindi le sostanze d’abuso che agiscono da
rinforzo utilizzano dei meccanismi fisiologici alla base
dei comportamenti motivati. La differenza risiede nel
fatto che mentre i rinforzi naturali lo fanno agendo su
meccanismi cerebrali in modo fisiologico, le sostanze
d’abuso inducono invece effetti cosi potenti da indurre
neuroadattamento quando l'esposizione e cronica (vedi
CD: Approfondimento 7.2).

La diagnosi di tossicodipendenza deve soddisfare dei
criteri necessari come: a) la presenza nella droga di una
sostanza con proprieta di rinforzo; b) I’instaurarsi di un
comportamento di assunzione; c) il riconoscimento di
una sintomatologia d’astinenza. Questi criteri principali
definiscono il quadro generale di dipendenza psicologica
da sostanza d’abuso, criterio necessario e sufficiente. Il
tossicodipendente é psicologicamente dipendente dalla
sostanza perché necessita e desidera continuare a provare
gli effetti piacevoli indotti dalla sostanza rinforzante in
essa contenuta. Il tossicodipendente puo inoltre avere
bisogno di assumere la sostanza per contrastare gli effetti
avversi a livello fisico dell’astinenza dalla stessa. Questo
criterio & osservato solo per alcune forme di tossicodi-
pendenza - come quelle per oppiacei e alcol - e non &
quindi un criterio sufficiente. Altro criterio utilizzato in

Classi di droghe e sostanze d'abuso
Classi di droghe Sostanze d'abuso

Ipnotici sedativi Bevande alcoliche (etanolo)
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passato per definire la tossicodipendenza da una sostanza
era il fenomeno della tolleranza. Tuttavia, non tutte le
sostanze inducono tolleranza. A partire dalla fine degli
anni 80 del XX secolo, la definizione di tossicodipenden-
za si andata allargando inglobando fenomeni e sintomi
riportati dai tossicodipendenti e osservati clinicamente.
Alcuni di questi, come il craving (forte desiderio sogget-
tivo di assumere la sostanza) e la cue reactivity (ipersen-
sibilitd a stimoli ambientali precedentemente associati
alla droga), hanno evidenziato che la tossicodipendenza
colpisce dimensioni psicologiche come quella cognitiva
e affettiva. La tossicodipendenza non e piu solamente
definita dal ciclo “assunzione ripetuta della sostanza =
effetto piacevole”, ma anche dal controllo consapevole
e dal ricordo di tali effetti - anche a distanza di molto
tempo dalla disassuefazione - con il rischio elevato della
ricaduta all'uso della droga. La prevenzione della ricaduta
e il principale obiettivo terapeutico della disassuefazione
dalla tossicodipendenza. E quindi importante capire i
meccanismi, i processi e i relativi fattori determinanti che
possono indurre la ricaduta anche dopo molto tempo che
I'assunzione della sostanza é stata interrotta (Tabella 7.2).

Adattamento e stadi
della tossicodipendenza

Si é visto che tutte le droghe che inducono tossicodipen-
denza inducono dipendenza psicologica e contengono so-
stanze che possiedono proprieta di rinforzo. Nonostante
la diversita chimica e i diversi bersagli recettoriali che le
sostanze d’abuso legano nel cervello, esiste un comune
meccanismo d’azione alla base della capacita di agire
come rinforzo. E stata infatti identificata nel cervello una
via neuroanatomica dove tutte le sostanze rinforzanti
agiscono aumentando il rilascio del principale neurotra-
smettitore, la dopamina. Neuroni dopaminergici presenti
nell’area del mesencefalo chiamata area del tegmento
ventrale (VTA) proiettano i propri assoni in un‘area nel
corpo striato ventrale detta nucleus accumbens (NAc) e in
corteccia prefrontale (Figura 7.1). L'aumentata frequenza

Effetti clinici

A basse dosi inducono effetti euforizzanti, mentre ad alte dosi inducono

disturbi della coordinazione motoria, della percezione e delle funzioni cognitive,
azione ipnotico-sedativa; I'intossicazione pud portare a coma e morte

Oppiacei (morfina e derivati, eroina,
metadone)

Cocaina, amfetamine, metamfetamina,
nicotina, cannabinoldi

Psicostimolanti

Effetti sedativi e ad alte dosi ipnotici; a dosi maggiori inducono coma e morte

Riduzione dell'appetito, stimolazione motoria con riduzione dell'affaticamento,
euforia, forte desiderio per la sostanza, stato d'attivazione generale, incapacita

di controllo dei comportamenti, pensieri 0ssessivi

Allucinogeni Addo lisergico (LSD), mescalina,
psiloclbina, cactus e funghi allucinogeni
Fencididina (polvere degli angeli)
e chetamlna

Empatogeni Ecstasy (metilendiossiamfetamina

MDMA) e derivati

Esaltano e deformano le percezioni attraverso i sensi; spesso si puo verificare
uno stato psicotico; anche i cannablnoidi possono indurre effetti allucinogeni

Induzione di stato psicotico

Facilitano I'empatia e la disponibilita affettiva a livello interpersonale; da
questo derivano le azioni disinibitorie, dal punto di vista motorio e affettivo;

I'effetto acuto e seguito da una fase latente di natura depressiva che, a
seconda dei soggetti, pud durare anche giorni
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Definizioni e concetti relativi alla tossicodipendenza*

Fenomeno o criterio diagnostico Definizione
Abuso
Sostanza d'abuso

Proprieta di rinforzo
I'uso della sostanza stessa

Uso ricreazionale o sociale
Dipendenza da sostanza

Dipendenza psicologica

Uso ricorrente della sostanza, per scopi non medicinali, con risultanti menomazione o disagio clinico
Termine generico per indicare sostanze o molecole ad azione psicoattiva con proprieta di rinforzo

Capacita di indurre un effetto farmacologico piacevole a livello psichico e quindi probabilita di ripetere

Uso della sostanza solamente durante determinate situazioni, come in compagnia, alle feste ecc.
Modalita patologica di uso di una sostanza

Adattamento psico-comportamentale; si manifesta principalmente con comportamento compulsivo,

difficolta a smettere, difficolta a rimanere astinente anche nel lungo termine

Dipendenza fisica
Crisi d'astinenza

Craving

Adattamento fisico responsabile della crisi di astinenza somatica
Insieme di segni e sintomi che si manifestano alla cessazione brusca dell'uso della sostanza

Descrizione soggettiva di uno stato psichico di desiderio per gli effetti della sostanza; & spesso causa di

ricaduta e si pud manifestare anche dopo anni d'astinenza; & uno dei principali obiettivi terapeutici della

prevenzione della ricaduta
Ricaduta compulsiva

Cue reactivity

Recidiva del comportamento d'abuso di una sostanza dopo un periodo di astinenza

Reattivita anomala a stimoli specifici; & I'insieme di risposte fisiologiche, psicologiche (ad esempio,

il craving) e comportamentali (ad esempio, la ricaduta) che I'ex-dipendente pud presentare quando
esposto a stimoli e situazioni precedentemente associati alla sostanza di cui abusava

* Per definizioni piti complete dei criteri diagnostici si suggerisce di fare riferimento ai criteri diagnostici del DSMHV (Manuale Diagnostico Statistico
dell’American Association of Psychiatry. 4aed. Milano: Masson, 1996) alla voce “Disturbi da Uso di Sostanze™.

di scarica di potenziali d’azione dei corpi neuronali nella
VTA portano alla liberazione di dopamina nelle aree
anatomiche bersaglio. Questo sistema neuroanatomico e
anche chiamato “vie del piacere” o - piu correttamente
dal punto di vista neuroanatomico e neurochimico vie
mesocorticolimbiche dopaminergiche (Box 1).

Le “vie del piacere”hanno un significato evoluzionistico
ben definito. Esse regolano le risposte comportamentali
ai rinforzi naturali - come cibo, acqua, sesso - in base
agli stimoli sia che afferiscano direttamente all’organi-
smo come il rinforzo stesso (detto primario), sia indiret-
tamente, come la miriade di stimoli associati al rinforzo

Figura 7.1 Vie mesocorticolimbiche dopaminergiche dette anche "vie del piacere". La figura rappresenta una sezione sagittale di
cervello di ratto. In tratteggio, sono schematicamente raffigurate le proiezioni assoniche dai corpi neuronali dopaminergici dell'area del
tegmento ventrale (VTA) alle terminazioni nel nucleus accumbens (NAc) e alla corteccia prefrontale (PFC). Altre aree cerebrali coinvolte
dall'azione delle sostanze d'abuso sono I'amigdala (AMG), I'ippocampo, il globus pallidum ventrale (VP), il nucleo del letto della stria
terminale (BNST), l'ipotalamo laterale (LH) e il nucleo laterodorsale tegmentale (LDT). Sono anche raffigurate in blu le principali pro-
iezioni dei neuroni che utilizzano glutammato come neurotrasmettitore, e in grigio le proiezioni che liberano GABA, neurotrasmettitore
inibitorio. (Da: Kauer JA, Malenka RC. Synaptic plasticity and addiction. Nat Rev Neurosci 2007,8:844-58, modificata)
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Meccanismi d'azione delle sostanze con proprieta rinforzanti

Vengono qui riassunti i meccanismi neurochimici indotti dalle piti comuni sostanze d'abuso in acuto. Tutte

queste sostanze hanno in comune la capacita di aumentare i livelli di dopamina nel sistema mesocorticolim-

bico, specificatamente nel nucleus accumbens e in corteccia prefrontale (Figura 7.1). Tuttavia, questo effetto

di stimolazione del sistema dopaminergico, e indotto dalle varie sostanze d'abuso con meccanismi diversi.

* QOppiacei. Agonisti sui recettori degli oppiodi endogeni associati alle proteine G, rispettivamente denominati
(1 6 e k inducono inibizione degli interneuroni GABA nella VTA disinibendo cosi i neuroni dopaminergici
della VTA; agiscono anche per stimolazione diretta dei recettori p sui neuroni del nucleus accumbens
stimolati dalla dopamina.

» Cocaina. Agendo come ligando sul trasportatore sinaptico della dopamina ne inibisce la ricaptazione e ne
aumenta i livelli sinaptici nel nucleus accumbens e in corteccia prefrontale.

» Amfetamine. Stimolatori del rilascio di dopamina, ne aumentano i livelli sinaptici nel nucleus accumbens
e in corteccia prefrontale.
Etanolo. Modulatore positivo del recettore GABA, induce inibizione degli interneuroni GABA nella VTA
disinibendo cosi i neuroni dopaminergici della VTA; altre possibili azioni sono di modulazione inibitoria del
recettore per il glutammato NMDA riducendo cosi l'inibizione glutammatergica nel nucleus accumbens.
Nicotina. Agonista sui recettori nicotinici per I'acetilcolina presenti in diverse localizzazione del sistema me-
socorticolimbico e nel resto del cervello: la stimolazione dei recettori nicotinici sui neuroni dopaminergici
della VTA aumenta il rilascio di dopamina; inoltre recettori presenti sulle terminazioni glutammatergiche
favoriscono cosi l'attivazione glutammatergica nella VTA.

» Cannabinoidi. Agonisti sui recettori CB-1 e CB-2 dei cannabinoidi, si suppone che attivino i recettori CB-1
sui neuroni del nucleus accumbens stimolati dalla dopamina.
Fenciclidina e chetamina. Sono antagonisti ai recettori per il glutammato NMDA riducendo cosi l'inibizione

glutammatergica nel nucleus accumbens.

naturale e che ne segnalano la disponibilita (rinforzi
secondari, come ad esempio suoni, immagini, odori). Il
rilascio di dopamina a livello delle vie mesocorticolim-
biche non media il piacere fisico, ma il ricevimento di
un’informazione a valenza piacevole facilitandone I’ap-
prendimento in un modo tale che questa possa regolare
il comportamento motivato. La dopamina associa cosi
salienza (rilevanza motivazionale) a un evento piacevo-
le, permettendo cosi I'apprendimento di uno stimolo
importante per un comportamento di sopravvivenza
(nutrirsi, bere, accoppiarsi ecc.).

Le sostanze d’abuso inducono effetti simili ai piaceri
naturali e talvolta, come spesso si sente dire a livello collo-
quiale, possono sostituire i rinforzi naturali. La principale
anomalia delle sostanze rinforzanti ha origine nel modo
diverso con cui stimolano il rilascio di dopamina. Gli
stimoli naturali con rilevanza motivazionale rilasciano
dopamina in virtu dell’attivazione delle vie mesocorti-
colimbiche in modo regolato e omeostatico. Le droghe
agiscono in modo piu intenso e protratto nel tempo,
modificando l'omeostasi della risposta dopaminergica
fisiologica e inducendo adattamento allostatico. Dal punto
di vista quantitativo, i livelli sinaptici di dopamina posso
essere piu alti, oppure rimanere piu a lungo a quelle
concentrazioni che sono in grado di stimolare i recettori
dopaminergici nel NAcc e nella corteccia prefrontale.
Questa anormale risposta neurochimica delle sostanze
d’abuso spiega il forte effetto rinforzante e, dopo tratta-
menti ripetuti, il conseguente adattamento.
L'adattamento molecolare e cellulare induce modificazio-
ne dei processi di rinforzo. | fenomeni che si osservano

- diversi da droga a droga e dipendenti dalla modalita
di dosaggio - possono essere di tolleranza (con aumento
graduale dei dosaggi), di dipendenza psicologica (altera-
zioni dell’affettivita e dell'umore) e di sensibilizzazione
(aumentata sensibilita a stimoli e situazioni che portano
ad alto rischio di ricaduta). Questi fenomeni coinvolgono
di conseguenza anche altre strutture neuroanatomiche
implicate nella regolazione delle vie mesocorticolimbiche,
come l'amigdala, I'ippocampo e la corteccia cerebrale. La
tossicodipendenza viene cosi a svilupparsi non piu come
una modifica dei processi motivazionali, ma anche di
quelli affettivi (la valenza emozionale dei rinforzi secon-
dari) e cognitivi (il riconoscere le situazioni e gli stimoli
secondari associati alla droga).

Il coinvolgimento graduale di tutte queste dimensioni
psicologiche nell’adattamento della risposta alle sostanze
d’abuso porta quindi a un disturbo multidimensionale,
complesso e persistente. | meccanismi neurochimici mo-
dificati dalle sostanze d’abuso e il loro neuroadattamento
suggeriscono la formazione di una sorta di memoria
degli effetti piacevoli della droga (da ricercare) e di quelli
spiacevoli dell’astinenza (da evitare).

Continuando l'analogia con i processi di memorizzazio-
ne, le prime esperienze con gli effetti delle droghe di-
ventano comportamenti acquisiti come lo sono i normali
processi motivazionali e di memoria dichiarativa. Questa
fase di apprendimento é controllabile - volontaria - dove
la ricerca e lI’'assunzione della sostanza puo essere regola-
ta. Tuttavia, la ripetuta esposizione alle sostanze d’abuso
rinforzanti coinvolge gradualmente ma sempre maggior-
mente meccanismi neuronali deputati alla stabilizza-
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zione delle memorie. Un graduale coinvolgimento della
trasmissione glutammatergica dalla corteccia prefrontale
al corpo striato e al talamo (il cosiddetto loop cortico-
striato-talamico) porta gradualmente alla transizione da
un processo esecutivo, volontario, a uno inconsapevole,
compulsivo e automatico. Questo processo di adattamen-
to e fisiologico quando apprendiamo a fare un compito di
lavoro, inizialmente in modo consapevole - pensandoci
- e poi a mano a mano che si impara “senza pensarci”.
Dal punto di vista neuroanatomico questa forma di
memoria e stabilizzata nel loop cortico-striato-talamico
(Figura 7.2).

Una volta che il segnale di dopamina segnala in modo
efficiente a imparare un comportamento motivato, e
guesto si e stabilizzato nella memoria, il rilascio di do-
pamina non é piu necessario per rinforzare il comporta-
mento d’assunzione della sostanza ma continua invece
a segnalare la presenza degli stimoli associati a essa: i
rinforzi secondari. | meccanismi dopaminergici sono
guindi ancora attivabili in assenza dalla sostanza d’abu-
so in quelle situazioni e sotto gli stimoli che diventano
determinanti della ricaduta al comportamento di ricerca
della sostanza stessa.

Riepilogando, le varie fasi di adattamento neuronaie do-
vute all’esposizione cronica alle sostanze d’abuso nelle
aree cerebrali coinvolte nel mediare i comportamenti
motivati portano gradualmente al coinvolgimento di altre
aree e processi, affettivi e cognitivi, analogamente a quello
che succede con gli altri tipi di memoria: tossicodipen-
denza quindi come forma di plasticita multidimensionale
che diventa una memoria persistente, richiamabile da
numerose situazioni e stimoli ambientali. La tossico-
dipendenza presenta una fase di “sperimentazione” e
uso controllato, compatibile con le altre attivita sociali e
lavorative. In questa fase di apprendimento dei compor-
tamenti c’@ una relazione reversibile con il non-uso. La
continuazione tuttavia dell'uso e dell’abuso consolida in
una forma stabilizzata il comportamento, con perdita di
controllo e difficolta a modificarlo. 1 tentativi di disassue-

fazione sono spesso fallimentari a causa della difficolta di
superare i sintomi di astinenza fisica e psicologica, della
comparsa di sintomi espressione dell’allostasi che si e
instaurata, e al rischio di ricaduta. Questa & determinata
non solo dallo stato del soggetto astinente, ma anche dalla
presenza di un ambiente fortemente legato alla passata
assunzione della sostanza.

Ricerca e terapia
della tossicodipendenza

La ricerca degli ultimi anni ha confermato a diversi livel-
li la natura adattativa della tossicodipendenza. La com-
plessita del disturbo, la diversita da sostanza a sostanza
e la forte componente di risposta individuale (sono stati
scoperti diversi fattori genetici associati ai vari tratti
della tossicodipendenza) hanno portato allo sviluppo
di diverse linee di ricerca basate sulle tecniche classiche
di indagine molecolare, cellulare e comportamentale.
L'utilizzo delle biotecnologie nella ricerca di base delle
dipendenze ha permesso di indagare a fondo il ruolo
delle modifiche dell’espressione genica nei meccanismi
alla base del neuroadattamento alle sostanze d’abuso.
Ricerche piu recenti stanno indagando come i processi
epigenetici possano essere coinvolti nella tossicodipen-
denza. L'approccio multidisciplinare con lo sviluppo di
modelli animali ad alta validita predittiva sta rispon-
dendo a maggiori necessita di traslazione dalla ricerca
di base a quella sperimentale nell'uomo e nella clinica.
In questultimo campo, lo sviluppo delle tecniche di
visualizzazione cerebrale non invasiva ha rivoluzionato
laricerca per le tossicodipendenze. E stato cosi possibile
dimostrare la multidimensionalita e I'andamento tem-
porale del neuroadattamento durante i vari stadi della
tossicodipendenza. Poter vedere il cervello “in azione”
ha permesso di studiare numerose funzioni cerebrali,
processi psicologici, risposte comportamentali, danni
neurologici e anomalie funzionali (anche in assenza

Uso Uso Abuso
ricreazionale ripetuto compulsivo
Neuroplasticita Neuroplasticita
transiente stabile

Vie Corteccia

mesocorticolimbiche

Consolidamento

Memoria
dichiarativa

Corticostriatotalamico

prefrontale

Richiamo
e riconsolidamento

Memoria
automatica

Figura 7.2 Analogia tra neuroplastlcita Indotta dall'esposizione cronica alle sostanze d'abuso corrispondente agli stadi del compor-
tamento d'assunzione, principali aree cerebrali coinvolte e processi di apprendimento e memoria. (Da: Kallvas PW, O'Brien C. Drug
addiction as a pathology of staged neuroplasticity. Neuropsychopharmacology 2008;33:166-80, modificata)



di danno) che sottostanno al disturbo della tossicodi-
pendenza. Si stanno sviluppando combinazioni tra le
differenti tecnologie di visualizzazione in modo tale da
poter avere dati ad alta risoluzione spaziale (vedere le
zone piu piccole) con dati ad alta risoluzione temporale
(vedere gli eventi piu veloci) (vedi cD: Approfondimento
7.3. Tecniche di visualizzazione cerebrale utilizzate per lo
studio della tossicodipendenza).

Le variazioni del flusso sanguigno cerebrale dopo inala-
zione di nicotina, misurate con la PET, hanno mostrato
come questa sostanza induca delle modifiche simili a
quelle indotte da altre sostanze d’abuso. Studi analoghi
hanno mostrato come sia rilevante l'azione della nicotina
in aree preposte a processi affettivi e cognitive nel fuma-
tore. L'uso di marcatori neurochimici ha permesso di fare
studi anche a livello molecolare, dando indicazioni non
solo sull’area cerebrale coinvolta ma anche su quali si-
stemi neurotrasmettitoriali sono attivati in concomitanza
degli effetti indotti dalla nicotina.

La tossicodipendenza & un disturbo cronico del com-
portamento, ciclico e recidivante. Le conoscenze sui
meccanismi neurobiologici alla base dei suoi stadi e
fenomeni hanno evidenziato la sua natura (mal)adat-
tativa o allostatica. Essendo un disturbo complesso e
multifattoriale, necessita di un intervento terapeutico
integrato di tipo farmacologico, psicologico e sociale. A
0ggi non esiste una monoterapia farmacologica: I'efficacia
farmacologica non supera il raddoppio delle astinenze
a un anno in confronto a coloro trattati con placebo.
Lefficacia aumenta se associata alla terapia psicologica
motivazionale, cognitivo-comportamentale e di gruppo.
Il problema principale rimane quello della prevenzione
della ricaduta, che puo avvenire anche molto tempo dopo
la completa disassuefazione, in genere a causa di princi-
pali fattori determinanti come lo stress, la riassunzione
occasionale e la presenza di stimoli condizionati. | tipi
di terapia farmacologica correntemente approvati sono:
a) la terapia sostitutiva; b) la terapia awersiva; c) la te-
rapia anti-craving, e, in fase di prossima approvazione,
I'immunizzazione con vaccini.

Adattamento della risposta alle sostanze e tossicodipendenza

Capitolo 7

La terapia di sostituzione si basa sul razionale di non
curare la dipendenza dalla sostanza ma di limitarne
I'assunzione in termini di frequenza e danno. Consiste
quindi nella somministrazione di una sostanza che si-
mula pienamente o parzialmente la sostanza abusata. In
genere questi farmaci sono agonisti parziali del recettore
su cui si lega la sostanza stessa. Altre volte consiste nella
sostanza stessa, ad esempio le gomme a base di nicoti-
na per smettere di fumare. La terapia di sostituzione e
risultata efficace nel favorire la cessazione riducendo
principalmente la sintomatologia d’astinenza. Passata la
fase critica del primo periodo di astinenza, la terapia di
sostituzione deve pero essere associata a un intervento
di gestione delle componenti psicologica e ambientale.
La terapia awersiva consiste nella somministrazione
di una sostanza che induce effetti spiacevoli quando il
soggetto riprende l'assunzione della sostanza d’abuso.
Gli effetti si definiscono appunto avversivi, in quanto gli
effetti negativi che inducono riducono la motivazione ad
assumere la sostanza d’abuso. Un esempio ¢ il farmaco
disulfiram che, inibendo la degradazione delletanolo,
accumula acetaldeide nell'organismo, la quale induce
tutta una serie di effetti sgradevoli non tollerati.

La terapia anti-craving consiste nell’'uso di alcuni far-
maci efficaci per la prevenzione della ricaduta agendo
direttamente sui meccanismineurochimici alla base delle
proprieta di rinforzo. Questi farmaci hanno diversi mec-
canismi d’azione e il loro profilo di efficacia appare agire
su sintomi diversi. Non é ancora stato dimostrato se gli
effetti neurochimici di questi farmaci siano direttamente
responsabili dellefficacia clinica (Tabella 7.3).
L'immunizzazione nei confronti delle sostanze d’abuso e
ancora in una fase sperimentale in clinica, ma i risultati
sono promettenti in termini di sicurezza e tollerabilita. Il
meccanismo consiste nell’indurre una reazione anticor-
pale nei confronti della sostanza resa antigenica mediante
coniugazione con un aptene. A immunizzazione indotta,
il sistema immunitario reagisce alla presenza della so-
stanza nel plasma portando alla formazione di un com-
plesso antigene/anticorpo che, per ingombro sterico, non

Farmaci approvati dalla Food and Drug Administration per il trattamento della tossicodipendenza

in ordine cronologico di approvazione

Farmaco Effetto clinico
Disulfiram Previene la ricaduta negli alcolisti
Metadone Facilita il trattamento di detossificazione del dipendente
da oppiacei
Sostitutivi a base Riducono i sintomi d'astinenza e aiutano nella disassuefazione
di nicotina da tabacco
Naltrexone Riduce il consumo di alcol e previene la ricaduta negli alcolisti
Bupropione Possiede azione anti-craving; previene la ricaduta nei fumatori

Buprenorfina

da oppiacei
Acamprosato Previene la ricaduta negli ex-alcolisti
Varenidina Previene la ricaduta nei fumatori

Efficace nella terapia di mantenimento del dipendente

Meccanismo d'azione
Inibitore dell'acetaldeide deidrogenasi

Agonista parziale dei recettori n degli oppioidi
endogeni

Agonisti e antagonisti dei recettori nicotinici
neuronali

Antagonista degli oppioidi endogeni

Inibitore dei trasportatori per le catecolamine;
antagonista dei recettori nicotinici

Agonista parziale dei recettori oppioidi di tipo |i
Agonista parziale indiretto dei recettori NMDA
e metabotropi per il glutammato

Agonista parziale dei recettori nicotinici a4-|32
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sezione

passa la barriera ematoencefalica. La sostanza non entra
cosi nel cervello, rimanendo nel plasma senza indurre
effetti psicoattivi e venendo eliminata dall'organismo
in modo sicuro, senza accumulo ed eventi indesiderati.

La terapia farmacologica della tossicodipendenza presenta
molte limitazioni. Nonostante la sua efficacia sia larga-
mente dimostrata, funziona nel prevenire la ricaduta solo
in una parte dei pazienti trattati. Nessun farmaco per la
disassuefazione dalle sostanze d’abuso & una “pillola ma-
gica”, e necessita quindi dell’integrazione con la terapia
psicologica e sociale. Numerosi trial clinici e la pratica
terapeutica hanno dimostrato come il trattamento inte-
grato possa aumentare l'efficacia del farmaco utilizzato.

Tuttavia, la biologia della tossicodipendenza non é ancora
completamente sfruttata in modo terapeuticamente effi-
cace; ad esempio, non si conoscono ancora farmaci che
possano rendere reversibili i processi di neuroplasticita
stabile indotti dalla esposizione cronica alle sostanze
d’abuso; non si sa ancora se i trattamenti psicosociali
efficaci siano in grado di indurre modifiche nel cervello.

TAKE HOME MESSAGE

Infine, rimangono sempre I'incognita e I'imprevedibilita
delle-conseguenze di situazioni, stimoli e ambienti a cui si
esporra l'ex-tossicodipendente dopo l'uscita dalla cura di
disassuefazione all’esterno dell'ambiente ambulatoriale,
dove e piu forte il rischio di ricaduta.

Maggiore e la complessita che emerge dallaricerca, a vari
livelli biologici nell'organizzazione del cervello, maggiore
e la criticita del potenziale trattamento farmacologico. A
0ggi, esso € limitato a pochi farmaci che aiutano nella
disassuefazione ma non presentano un‘alta efficacia. |
migliori esiti terapeutici nel prevenire la ricaduta all’abuso
di sostanze si ottengono tuttavia associando la terapia
farmacologica a quella psicosociale. In conclusione, la
tossicodipendenza é un disturbo che é diretta espressione
dell’adattamento alle sostanze d’abuso, e che richiede uno
sforzo congiunto di ricerca e terapia per poter meglio
conoscere e intervenire a vari livelli e stadi del disturbo.
Le conoscenze che ne derivano devono necessariamente
essere poi tradotte in un’efficace e sicura traslazione nella
pratica clinica della disassuefazione.

L'adattamento e una caratteristica dei processi biologici che permette il
raggiungimento di uno stato dinamico di equilibrio - allostasi - in risposta a
condizioni ambientali mutate. Allostasi € anche la risposta adattativa ai farmaci e alle

sostanze d'abuso.

Sono state identificate modifiche persistenti in risposta all'esposizione cronica
alle sostanze d'abuso a livello recettoriale, dei meccanismi di trasduzione, della
regolazione dell'espressione genica e a livello post-traduzionale.

Il trattamento farmacologico della tossicodipendenza € limitato a pochi farmaci che
aiutano nella disassuefazione ma non presentano un'alta efficacia.

I migliori esiti terapeutici nel prevenire la ricaduta all'abuso di sostanze si ottengono
tuttavia associando la terapia farmacologica a quella psicologica e sociale.
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Farmacologia delle modificazion

post-traduzionall

Monica Di Luca, Flavia Vaitorta, Fabrizio Gardoni

Obiettivi formativi

Acquisire le basi teoriche sulla modulazione fine delle proprieta biologiche delle proteine mediante
processi noti come modificazioni post-traduzionali (MPT), caratterizzati da elevata dinamicita e, in molti

casi, reversibilita

Acquisire i concetti principali relativi alla complessita e alla dinamicita dei processi implicati nelle MPT in
cellule eucariote al fine di comprendere come questi processi biochimici offrano un'ampia possibilita di

aggressione farmacologica

Acquisire nuove conoscenze sui principali inibitori delle differenti MPT delle proteine che possano avere

un interesse da un punto di vista farmacologico

Tutte le cellule vanno continuamente incontro a
I cambiamenti del proprio stato alfine di rispondere
agli stimoli che ricevono dall'ambiente esterno

La complessita e la dinamicita delle risposte a diverse sti-
molazioni sono garantite e regolate nelle cellule eucariote
da un ampio e diversificato insieme di meccanismi, spes-
so tra loro interconnessi. Uno di questi, particolarmente
rilevante e diffuso, si basa sulla modulazione fine delle
proprieta biologiche delle proteine mediante processi

noti come modificazioni post-traduzionali (MPT), caratte-
rizzati da elevata dinamicita e, in molti casi, reversibilita
(Tabella 8.1).

Le MPT modificano le proprieta biologiche di una pro-
teina attraverso l'aggiunta di gruppi funzionali a uno o
piu residui amminoacidici. Rappresentano quindi una
modificazione covalente della proteina stessa che avviene
successivamente alla traduzione del’mRNA e in molti
casi costituisce di fatto l'ultima tappa della via biosintetica
ribosomiale della proteina.

Classificazione delle pit importanti modificazioni post-traduzionali e principali funzioni e caratteristiche

Funzione e caratteristiche

Reversibile. Attivazione/inattivazione di attivita enzimatiche, modulazione
di interazioni proteina-proteina, signalling

Reversibile. Regolazione della localizzazione cellulare e dell'interazione

proteina-proteina; protezione dalla degradazione

Reversibile. Ruolo nella degradazione di proteine danneggiate, mal funzionanti

e con un folding alterato

Reversibile. Regolazione della stabilita delle proteine, regolazione dell'interazione

Regolazione della stabilita della proteina
Modulazione della capacita di legare lo ione caldo

Regolazione dell'espressione genica
Irreversibile. Stabilizzazione della struttura terziaria
Reversibile. Regolazione della localizzazione cellulare, protezione dall'attacco

di proteasi, regolazione del turnover

Regolazione della localizzazione cellulare

Tipo di modificazione Stabilita
Fosforllazione +/+++
pTyr, pSer, pThr

SUMOilazione +/++
Ubiquitinazione +/++
Acetilazione 4+
Miristilazione, premiazione, palmitilazione proteine-DNA
Idrossilazione ++
Carbossilazione +++
Metilazione 4+
Legami disolfuro +++
Clicosilazione +/++
Aggiunta di lipidi 4+
Aggiunta di glicosilfosfatidilinositoli +4+/4+++

Ancoraggio alla membrana piasmatica, localizzazione sulla superficie cellulare
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A oggi, grazie alle moderne tecnologie di indagine della
struttura proteica, si conoscono piu di 200 MPT; tra le
principali possiamo annoverare la fosforilazione, la glico-
silazione, la sumoilazione, l'acetilazione e le modificazioni
che prevedono l'aggiunta di lipidi. Alcune MPT, come la
glicosilazione, I'aggiunta di gruppi lipidici o la formazione
di ponti disolfuro, sono stabili e rappresentano una tappa
fondamentale del processo di maturazione e di ripiega-
mento, ofolding, delle proteine neosintetizzate e cooperano
quindi alla stabilizzazione della struttura secondaria e
terziaria delle proteine stesse. Altre, come la fosforilazione,
sono reversibili e transienti e giocano un ruolo importante
nella dinamica della risposta agli stimoli.

Una proteina puo essere soggetta a una o pit MPT presenti
su residui amminoacidici differenti e che possono avve-
nire secondo uno schema temporale sequenziale definito.
Le proteine cosi modificate possono essere riconosciute
in modo specifico da altri elementi cellulari attraverso
“domini specifici di riconoscimento” o recognition domains.
La dinamicita dell’associazione tra proteine contenenti
specifiche MPT e altri elementi cellulari caratterizzati
da recognition domains genera nelle cellule associazioni/
dissociazioni altamente dinamiche di complessi ma-
cromolecolari, processo responsabile in molti casi della
decodificazione della risposta cellulare a diversi stimoli.
La grande complessita e dinamicita dei processi implicati
nelle MPT in cellule eucariote fa si che questi processi
biomichimici offrano un’ampia possibilita di aggressione
farmacologica.

Fosforilazione

come la pit comuneforma di MPT
coinvolta nella regolazione delle proprieta
biologiche delle proteine

I Lafosforilazione ¢ riconosciuta da molti anni

L'introduzione di uno o piu gruppi fosfato in una pro-
teina ne determina una modificazione delle proprieta
attraverso I’instaurarsi di una modificazione conforma-
zionale della molecola stessa, con conseguente variazione
dellattivita nel caso si tratti di un enzima o di un canale,
oppure con la modificazione della capacita di interagire
con altre molecole. La fosforilazione offre inoltre il van-
taggio di un elevato grado di versatilita, legata al fatto di
essere prontamente reversibile.

La fosforilazione € una MPT molto diffusa. Piu di un
terzo dei differenti tipi di proteine espresse da una cellula
di mammifero é costituito da fosfoproteine, ovvero da
proteine in grado di incorporare uno o piu gruppi fosfato
in maniera reversibile. Gli enzimi responsabili di questa
MPT, ossia gli enzimi che incorporano e rimuovono grup-
pi fosfato da proteine, sono denominati rispettivamente
chinasi e fosfatasi. Molti di questi enzimi esercitano la loro
attivita su piu di una proteina substrato, rendendo possi-
bile I'instaurarsi di risposte multiple in seguito a singoli
stimoli. Inoltre, una singola proteina substrato puod essere
fosforilata da piu di un enzima, determinando percio una
convergenza nella risposta a stimoli diversi.

Numerosi tipi di stimoli, quali ad esempio la modifi-
cazione del potenziale elettrico di membrana e segnali
extracellulari, sono in grado di modificare lattivita delle
proteinchinasi e fosfatasi e indurre quindi una varia-
zione dello stato di fosforilazione di proteine cellulari.
Questi processi possono avvenire in maniera diretta (ad
esempio, nel caso di recettori aventi essi stessi attivita
enzimatica), oppure indirettamente attivando una cascata
di reazioni enzimatiche. | mediatori che si legano a recet-
tori di membrana associati a G proteine, determinando
un’attivazione delle stesse, producono un’attivazione di
enzimi (ad esempio, l’'adenilato ciclasi) che in ultima
analisi conduce a un aumento nei livelli intracellulari
di un secondo messaggero (ad esempio, il cCAMP). Il se-
condo messaggero, a sua volta, attiva una proteinchinasi
(nel caso del cAMP la proteinchinasi cAMP-dipendente,
PKA). In alcuni casi, la stessa reazione di fosforilazione
€ una reazione a cascata, in cui una proteinchinasi che
fosforila un’altra proteinchinasi che a sua volta ne fosfo-
rila un’altra e cosi via. Lo stabilirsi di reazioni a cascata
permette I'amplificazione, I’'integrazione, la convergenza
e la modulazione di molteplici segnali.

Lemivita di una proteina nel suo stato fosforilato dipende
anche dallattivita enzimatica delle proteinfosfatasi che
catalizzano la rimozione del fosfato stesso, e l’attivazione
di questi enzimi € a sua volta modulata con meccanismi
analoghi a quelli sopradescritti per le proteinchinasi.
Si puo percio dire che in ogni momento della vita di
una cellula lo stato di fosforilazione delle sue proteine
rappresenta una fotografia della storia recente della
cellula stessa.

Proteinchinasi

Le proteinchinasi derivano da una singola
famiglia di geni che si ¢ ampliata
e diversificata nel corso dell’evoluzione

Tutte le proteinchinasi contengono infatti nella loro mole-
cola domini funzionali analoghi (Figura 8.1a). In seguito
al completamento del sequenziamento del genoma umano
sono stati identificati 518 geni putativi per proteinchinasi.
Questo numero elevato, che corrisponde a circa I'l,7%
di tutti i geni umani, fa delle chinasi una delle piu vaste
famiglie di geni presenti nelle cellule eucariotiche.

La reazione di fosforilazione consiste nel trasferimento,
catalizzato da una proteinchinasi, di un gruppo fosfato
da un donatore a un accettore. Il donatore é nella grande
maggioranza dei casi I’'ATP, ma puo anche essere il GTP.
L'accettore e costituito da un gruppo idrossilico di un
amminoacido di una proteina substrato e pud essere
una serina, una treonina o una tirosina. Questo porta
alla classificazione delle proteinchinasi in due famiglie,
le chinasi a serinaZtreonina e quelle a tirosina. Questo
tipo di distinzione e anche giustificato dall’'osservazione
che le chinasi a serina/treonina e quelle a tirosina hanno
modalita di attivazione diverse e trasducono segnali in
maniera differente.

I gruppi fosfato incorporati in residui di tirosina sono
di solito un quantitativo significativamente inferiore
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Figura 8.1 Struttura delle proteinchlnasi e meccanismo di atti-

vazione della proteinchinasl Ca2#/calmodulina-dipendente di tipo
Il (CaMKIl). A. Le proteinchinasl sono generalmente composte da
diversi domini. Il dominio catalitico (contiene il sito di legame per
ATP) e il sito di interazione con i substrati. Si ha quindi un dominio
regolatorio, che contiene una sequenza inibitoria la quale blocca
Iattivita enzimatica in quanto, interagendo con il sito di legame con il
substrato, ne impedisce I'interazione con il substrato stesso. Il dominio
regolatorio contiene inoltre i siti di legame per i secondi messaggeri,
in B e rappresentata la chinasi inattiva (1), con la regione catalitica
(blu) mantenuta in stato di inibizione dall'interazione con la regione
regolatoria (grigio), che funge da pseudosubstrato. Quando la con-
centrazione intracellulare di Ca2+ aumenta, ioni Ca2+formano un
complesso con la calmodulina, e il complesso si lega alla regione
regolatoria (2). In presenza di ATP, le molecole di chinasi a cui si €
legato il complesso Ca2+/calmodulina sono in grado di fosforilare
molecole adiacenti della stessa chinasi (autofosforilazione inter-
molecolare), rendendo la chinasi attiva "calcio-indipendente” (3).
In questa fase, il distacco dello ione Ca2+non modifica lo stato di
attivazione della chinasi (4).

rispetto ai gruppi fosfati presenti su residui di serina/tre-
onina. Infatti, il rapporto di fosforilazione tra i differenti
amminoacidi & approssimativamente 1000/100/1 per
serina/treonina/tirosina. Questo non significa pero che
I’incorporazione diun gruppo fosfato in tirosina sia poco
importante nell'economia cellulare; anzi, questa reazione
gioca un ruolo fondamentale in processi importanti quali
la crescita e il differenziamento cellulare.

Le varie proteinchinasi differiscono inoltre riguardo alla
loro struttura e meccanismo di attivazione, nonché per
la loro diversa localizzazione subcellulare. Una parte
consistente di questi enzimi e costituita da molecole
solubili che sono quindi localizzate nel citoplasma cel-

lulare, mentre altre sono proteine integrali di membrana
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0 sono associate alle membrane tramite una modifica-
zione lipidica della loro molecola. In alcuni casi, latti-
vazione della proteinchinasi comporta una variazione
nella sua localizzazione subcellulare. Ad esempio, la
proteinchinasi C (PKC), che ¢ in condizioni basali una
proteina citosolica, quando viene attivata dal legame
con lo ione Ca2+si associa in maniera transitoria alla
membrana piasmatica e ad altre membrane intracellulari
a seguito di un’aumentata affinita dell’enzima attivato
per componenti lipidici e adattatori proteici presenti
nelle membrane.

Modalita di attivazione delle proteinchinasi
a seconda delle necessita della cellula

La regolazione dello stato di fosforilazione delle proteine
cellulari rappresenta un elemento di primaria importanza
per la sopravvivenza della cellula ed & quindi facilmente
comprensibile I'importanza di meccanismi in grado di
regolare finemente l'attivita delle differenti proteinchinasi
a seconda delle necessita della cellula. Le proteinchinasi
che risultano essere prive di un meccanismo di rego-
lazione e quindi costitutivamente attive sono anche in
grado di trasformare cellule normali in cellule maligne,
e rientrano percio nella famiglia degli oncogeni, come ad
esempio la tirosinchinasi citoplasmatica della famiglia
sre e la tirosinchinasi recettoriale per il fattore di crescita
endoteliale vascolare (VEGFR).

Si ritiene che la capacita trasformante di queste molecole
sia proprio legata al fatto che si tratta di chinasi che han-
no subito specifiche mutazioni, perdendo in questo modo
una regolazione fine dei processi cellulari che ne regolano
I’attivazione (vedi anche Capitoli 6 e 14). In tutti gli altri
casi, le proteinchinasi posseggono un’attivita catalitica
basale molto limitata per la presenza di un meccanismo
inibitorio, generalmente consistente in un dominio della
stessa proteinchinasi che interagendo con il dominio
catalitico ne blocca I’interazione con il substrato.
L'attivazione delle proteinchinasi puod essere determinata
da un legame con un secondo messaggero. Nel caso delle
chinasi attivate da Ca2+ e richiesta la presenza di un
cofattore, che puo essere la proteina calmodulina (che
lega il Ca2+ e si lega poi alle proteinchinasi dette per
I'appunto Ca27calmodulina-dipendenti, Figura 8.1b) o
molecole lipidiche quali il diacilglicerolo (nel caso della
PKC). Nel caso della PKA, in condizioni di riposo la su-
bunita catalitica € presente in complesso con la subunita
regolatoria, che la mantiene in uno stato di inibizione.
Quando la concentrazione di cAMP nella cellula sale, il
cAMP si lega alla subunita regolatoria, determinandone
il distacco dalla subunita catalitica. Linibizione viene
rimossa e la subunita catalitica puo cosi fosforilare i
substrati (Figura 8.2). In altri casi, |'attivazione della pro-
teinchinasi richiede o comunque & accompagnata dalla
fosforilazione o dalla defosforilazione della chinasi stessa.
Nel caso in cui l'attivazione della chinasi comporti una
reazione di fosforilazione, si tratta molto spesso di una
reazione di autofosforilazione: la chinasi cioe fosforila se
stessa e questa incorporazione di fosfato la rende capace
di fosforilare altri substrati. Nel caso della proteinchi-
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C S H IH Attivazione della PKA. La protelnchinasl cAMP-
dipendente (PKA) é formata da due subunita localizzate su po-
lipeptidi distinti. In condizioni di riposo (A), la subunita catalitica
(C) é presente in complesso con la subunita regolatorla (R), che
la mantiene In uno stato di inibizione. Quando la concentrazio-
ne di cAMP nella cellula sale (B), il cAMP si lega alla subunlta
regolatoria, determinandone Il distacco dalla subunlta catalitica.
L'inibizione viene rimossa e la subunita catalitica puo cosi fosfo-
rilare | substrati (S).

nasi Ca2#/calmodulina-dipendente di tipo Il (CaMKIl),
I'autofosforilazione di uno specifico residuo di treonina
converte l'enzima in una forma che non richiede piu la
presenza di Ca2+e calmodulina per rimanere nello stato
attivo (Figura 8.1b). Questo meccanismo permette anche
di prolungare nel tempo gli effetti cellulari di segnali
intracellulari mediati dallo ione Ca2+ in quanto l'atti-
vazione della proteinchinasi permane anche dopo che
i livelli del secondo messaggero sono ritornati a valori
basali. Questo meccanismo prevede un riarrangiamento
conformazionale della chinasi, tale da “liberare” il sito
catalitico dal blocco inibitorio.

Esistono anche dei casi in cui la chinasi € attiva, ma e il
substrato che deve andare incontro a una modificazio-
ne conformazionale affinché possa essere riconosciuto
dall’enzima. Ad esempio, la chinasi del P-recettore
adrenergico (PARK) é in grado di fosforilare il proprio
substrato (il recettore P2) solo quando questo ha legato la
catecolamina. Lo spegnimento del segnale puo avvenire
secondo modalita diverse: pud essere determinato sem-
plicemente dal declino nella concentrazione del secondo
messaggero che ha attivato I'enzima, o, ancora una volta,
dalla defosforilazione o fosforilazione dell’enzima stesso.

Ciascuna proteinchinasi fosforila un numero
limitato e specifico di proteine substrato

Una caratteristica importante delle proteinchinasi & quel-
la di essere in grado di fosforilare solamente un numero
limitato di substrati. In questo modo, l'attivazione di
una via di trasduzione non comporta una generalizzata
e aspecifica fosforilazione di proteine cellulari, ma solo
di quelle rilevanti per la trasduzione di uno specifico
segnale. Anche se esistono casi in cui una chinasi fosfo-
rila un unico substrato, nella maggior parte dei casi, i
substrati fosforilabili sono piu di uno (si veda ad esempio
la CaMKII, che, proprio per la varieta dei substrati fo-
sforilati, & anche detta proteinchinasi multifunzionale). |
diversi substrati per una singola proteinchinasi possono
anche essere molecole del tutto diverse tra loro, accomu-
nati solo dalla presenza di sequenze amminoacidiche
simili in prossimita dei siti di fosforilazione, le cosiddette
“sequenze-consenso di fosforilazione” per quella chinasi.
Come gia detto in precedenza, in molti casi un singolo
substrato pud essere fosforilato da piu proteine chinasi,
ciascuna delle quali e attivata in seguito a segnali di tipo
diverso. La fosforilazione di un singolo substrato in piu
siti puo avere effetti cooperativi oppure antagonisti.

Proteinfosfatasi

Il proccesso difosforilazione e reversibile
attraverso l'attivazione difosfatasi

Come gia accennato, una delle caratteristiche piu rilevan-
ti del processo di fosforilazione € la sua reversibilita; in
ogni momento della vita di una cellula il livello di fosfato
incorporato in una specifica proteina & strettamente
correlato all’equilibrio esistente tra il grado di attivita
delle proteinchinasi che ne catalizzano I’'introduzione e
il grado di attivita delle proteinfosfatasi che ne determi-
nano la rimozione.

Le proteinfosfatasi sono gli enzimi che idrolizzano il
legame esterico dei residui di fosfoserina, fosfotreo-
nina e fosfotirosina, determinando la rimozione del
gruppo fosfato dalla proteina. La maggior parte delle
proteinfosfatasi sono proteine a domini multipli che
contengono una o piu regioni catalitiche e altre re-
gioni variabili di dimensione variabile. Analogamente
a quanto gia descritto per le proteinchinasi, anche le
proteinfosfatasi si possono suddividere, a seconda del
residuo amminoacidico riconosciuto, in proteinfosfa-
tasi a serina/treonina e proteinfosfatasi a tirosina. Le
tirosin fosfatasi legano solo la forma fosforilata dei loro
substrati: la sequenza riconosciuta comprende infatti
la tirosina fosforilata oltre che alcuni residui adiacenti.
Pertanto, per questa classe di fosfatasi la selettivita in
vivo e dettata in primo luogo dal dominio catalitico.
Oltre a presentare una struttura estremamente diversa
da quella delle tirosin fosfatasi, le fosfatasi a serina e
treonina sono oloenzimi costituiti da una subunita
catalitica che lega una o piu subunita con funzioni o
regolatone o di indirizzamento della proteina verso il
legame con strutture subcellulari specifiche, quali ad



esempio il glicogeno o le miofibrille. Anche i domini
catalitici delle serina-treonina fosfatasi sono altamente
conservati, hanno una struttura tridimensionale simile
e utilizzano il medesimo meccanismo d’azione.

Sono inoltre note fosfatasi a funzione mista, come ad
esempio la Cdc-25, in grado cioé di defosforilare sia re-
sidui di fosfotirosina, che di fosfotreonina e fosfoserina,
anche se ogni enzima presenta un’attivita defosfatasica
preferenziale. Anche queste fosfatasi hanno domini
catalitici conservati, ma il legame al substrato avviene
attraverso un sito che non contiene il residuo fosforilato.
Interazioni proteina-proteina alle quali non partecipa il
dominio catalitico sono quindi essenziali per regolare la
specificita di questa classe di fosfatasi.

Le proteinfosfatasi sembrano possedere un minor grado
di specificita rispetto alle chinasi, e sono quindi gene-
ralmente in grado di defosforilare un elevato numero
di substrati. Inoltre, non sembra esistere una sequenza
“consenso” per la defosforilazione da parte di una spe-
cifica fosfatasi, cosi che e difficile prevedere a priori
quale fosfatasi sia responsabile per la defosforilazione
di un certo substrato. In seguito a queste proprieta,
I'intreccio tra proteinchinasi, substrati e proteinfosfatasi
risulta notevolmente complesso, in quanto non esiste
corrispondenza tra gruppi di substrati fosforilati da una
certa chinasi e gruppi di substrati defosforilati da una
certa fosfatasi. In pratica, due proteine possono essere fo-
sforilate dalla stessa chinasi, ma defosforilate da fosfatasi
differenti, e di conseguenza il loro stato di fosforilazione
puo essere regolato in maniera diversa.

I meccanismi di regolazione delle proteinfosfatasi non
sono ben caratterizzati come quelli delle proteinchinasi,
e inoltre sono diversi per i vari enzimi. Innanzitutto,
il loro profilo di espressione spazio-temporale é stret-
tamente controllato a livello trascrizionale. Un diffuso
meccanismo di regolazione dell’attivita delle fosfatasi &
rappresentato dalle interazioni proteina-proteina.

Un singolo secondo messaggero (ad esempio, il cCAMP)
puo al tempo stesso attivare una proteinchinasi e inibire
una proteinfosfatasi tramite fosforilazione di un inibi-
tore da parte della stessa chinasi. Questo meccanismo
consente una notevole amplificazione del segnale, in
guanto in questo modo i substrati che vengono fosforilati
tendono a restarlo piu a lungo. In altri casi, e lo stato
di fosforilazione delle stesse fosfatasi a determinarne la
maggiore o minore attivita.

L'azione delle fosfatasi pud avere molteplici conseguen-
ze. La defosforilazione di una proteina pud provocare
cambiamenti della sua struttura terziaria e regolare il
suo stato di interazione con altri componenti cellulari.
La defosforilazione di proteine coivolte in una via di se-
gnalazione intracellulare puo causare lo spegnimento di
tale via. La maggior parte delle chinasi viene attivata at-
traverso la fosforilazione di residui interni al dominio di
attivazione. Pertanto la defosforilazione di questi residui
da parte delle fosfatasi inibisce lattivita catalitica della
chinasi. Ad esempio, le MAP chinasi (MAPK) vengono
attivate in seguito alla fosforilazione da parte delle MAP
chinasi chinasi (MAPKK) di una tirosina e una treonina
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presenti nel dominio di attivazione. La defosforilazione
della fosfo-treonina da parte della fosfatasi 2A (PP2A) o
di entrambi i residui da parte delle fosfatasi miste della
famiglia MKP riduce l’attivitd delle MAPK (vedi anche
Capitolo 8).

Sumoilazione

La sumoilazione consiste nella coniugazione
covalente di SUMO a proteine substrato

La sumoilazione & una MPT implicata nella regolazione
della funzione di numerose proteine e consiste nella
coniugazione covalente di peptidi di 97 amminoacidi
chiamati Small Ubiquitin-related MOdifier (SUMO) a
proteine substrato. Il legame si realizza tra un residuo
di glicina esposto al C-terminale di SUMO e un gruppo
e-amminico di un residuo di lisina presente nella pro-
teina substrato.

Nelle cellule di mammifero sono state fino a oggi de-
scritte quattro proteine SUMO denominate SUMO 1,
SUMO 2, SUMO 3 e SUMO 4. Tutte le proteine SUMO
sono sintetizzate sotto forma di precursori inattivi che
sono poi sottoposti ad attivazione tramite metabolismo
proteolitico. Il taglio proteolitico determina lo smaschera-
mento di un motivo di di-glicina esposto al C-terminale
di SUMO necessario per la coniugazione con il residuo
di lisina della proteina substrato.

Nel corso di ogni ciclo di coniugazione (Figura 8.3), le
proteine SUMO sono in primo luogo attivate con un mec-
canismo ATP-dipendente dall’enzima EI; l'attivazione
prevede la formazione di eterodimeri (denominati SAE1
e SAE2 nei mammiferi) tramite legame tioestere tra il

Figura 8.3 Sumoilazione. Le proteine SUMO sono prodotte in
una forma immatura, tagliate al C-terminale da parte degli enzimi
SENP, "attivate" tramite coniugazione con il sito attivo del com-
plesso enzimatico El e passate al sito attivo del complesso E2
(Ubc9). Il passaggio successivo € rappresentato dalla coniugazione
di SUMO, mediata da E2 in collaborazione con E3, al residuo di
lisina della proteina substrato. La deconiugazione della proteina
sumoilata &€ mediata dall'attivita degli enzimi SENP.
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dominio C-terminale di SUMO e un residuo di cisteina
del sito attivo dell'enzima EIl. Successivamente SUMO
viene poi passato al sito attivo dell’enzima di coniuga-
zione SUMO-specifico E2 (Ubc9, ubiquitin-conjugating
9) tramite un altro legame tioestere. In questa fase Ubc9,
solo o con la cooperazione di altri enzimi denominati
E3, puo catalizzare la coniugazione di SUMO al residuo
di lisina della proteina substrato. Nella maggior parte
dei casi (-75%) la sumoilazione si verifica a livello di
una sequenza consenso YKxD/E presente nella proteina
substrato, nella quale Y rappresenta un ampio dominio
idrofobico, K é la lisina target, e D/E residui con carat-
teristiche acide.

Nonostante sia caratterizzata dalla formazione di un
legame covalente, la sumoilazione € una modificazione
prontamente reversibile grazie all’attivita proteolitica di
enzimi denominati SENP. Il bilancio tra la coniugazione
catalizzata da Ubc9 e la deconiugazione mediata dagli
enzimi denominati SENP determina lo stato di sumoila-
zione di ogni specifica proteina substrato e il meccanismo
che regola questo equilibrio & attualmente un campo di
ricerca in veloce sviluppo.

Evidenze recenti hanno dimostrato che la sumoilazione
rapresenta una reazione essenziale nelle cellule eucario-
tiche; infatti, knockdown o delezione di un componente
importante del processo di sumoilazione come Ubc9
induce morte delle cellule. In particolare, lo studio
della funzione della sumoilazione ha evidenziato il suo
coinvolgimento nella modulazione di numerosi processi
cellulari, quali ad esempio il mantenimento dell’integrita
genomica, il ciclo cellulare, la localizzazione subcellula-
re e subnucleare di proteine substrato, la modulazione
dell’interazione proteina-proteina, la repressione trascri-
zionale e la protezione dalla degradazione di proteine
substrato attraverso il blocco dei siti di attacco dell’'ubi-
quitina. La maggior parte delle proteine sumoilate che
sono state identificate sono localizzate nel nucleo oppure
coinvolte nel trasporto di proteine citosoliche.

Le conseguenze funzionali della sumoilazione sono
strettamente dipendenti dal tipo di proteina substrato
e dal sottotipo cellulare; & necessario tuttavia indicare

Figura 8.4 Ubiquitinazione. Il trasfe-
rimento della catena di ublquitina a una
proteina substrato avviene grazie a una
serie di reazioni enzimatiche a cascata
che coinvolgono enzimi specifici, quali
enzimi attivatori di ubiquitina (El), enzi-
mi In grado di coniugare ubiqultina (E2),
e ligasi specifiche (E3). Nella prima fase
del processo, l'ublquitina viene attivata,
con Il consumo di una molecola di ATP,
attraverso la creazione di un legame ad
alta energia con I'enzima El. L'ublquitina
viene poi trasferita al sito attivo di un
enzima E2 con una reazione di trans(tio)
esterificazione, infine, tramite l'intervento
di un enzima E3, in grado di Interagire
con il substrato da degradare e con
I'enzima E2, l'ubiquitina viene trasferita
al substrato (S).

che a oggi la funzione della sumoilazione rimane in
numerosi casi ancora non completamente conosciuta.
Alcuni studi recenti indicano un diretto coinvolgimento
della sumoilazione nella patogenesi e nell’insorgenza di
patologie, soprattutto di tipo cardiovascolare.

Ubiquitinazione

Il legame dell’ubiquitina a una proteina
ne favorisce la degradazione

Tutte le proteine cellulari sono soggette a un continuo
turnover di sintesi e degradazione. L'emivita di una pro-
teina eucariotica varia da mezzo minuto a molti giorni.
Le proteine che piu velocemente subiscono degradazione
sono quelle anomale o con conformazione errata. Per molte
proteine la degradazione avviene in modo preferenziale e
accelerato a seguito di una MTP specifica, detta ubiquiti-
nazione. Questa consiste nella coniugazione della proteina
con ubiquitina, una piccola proteina regolatoria ubiquitaria
nelle cellule eucariote (76 amminoacidi); la coniugazione
avviene a livello di un residuo di lisina della proteina
substrato per mezzo di un legame isopeptidico.

Il trasferimento della catena di ubiquitina a una proteina
substrato avviene grazie a una serie direazioni enzimatiche
a cascata che coinvolgono enzimi specifici, quali enzimi
attivatori di ubiquitina (EI), enzimi in grado di coniugare
ubiquitina (E2), e ligasi specifiche (E3) (Figura 8.4). In par-
ticolare l'ubiquitina viene attivata, con il consumo di una
molecola di ATP, attraverso la creazione di un legame ad
alta energia tra il carbossile della glicina terminale dell'ubi-
quitina e un residuo di cisteina presente sull’enzima EI.
Successivamente, I'ubiquitina viene trasferita su un‘altra ci-
steina presente nel sito attivo di un enzima E2 (ne esistono
diversi tipi) con una reazione di trans(tio)esterificazione.
Lultimo passaggio richiede I'intervento di un enzima
ubiquitina-proteina ligasi (E3), in grado di interagire con
E2 e, specificamente, con il substrato da degradare ed E2.
Esistono centinaia di enzimi E3: la loro variabilita e I'azione
coordinata con gli enzimi E2 garantisce estrema specificita
all’intero processo.



Il processo di ubiquitinazione é reversibile grazie all’'azione
diuna famiglia di proteasi specifiche dette deubiquitinasi.
La funzione principale del processo di ubiquitinazione
delle proteine é quella di degradare proteine danneggiate,
mal funzionanti e con un folding alterato, contribuendo
al mantenimento della corretta omeostasi cellulare. La via
preferenziale di degradazione delle proteine ubiquitina-
te e rappresentata dalla via del proteasoma (vedi anche
Capitolo 25). Tuttavia, i processi di ubiquitinazione sono
anche coinvolti nella regolazione di molte vie di trasdu-
zione del segnale.

Un funzionamento non corretto del sistema di ubiquitina-
zione con conseguente accumulo di prodotti ubiquitinati
allinterno delle cellule ¢ legato alla patogenesi molecolare
di patologie quali il morbo di Parkinson.

Glicosilazione

La glicosilazione ha unaforte implicazione
funzionale, essendo responsabile tra Valtro
della localizzazione subcellulare delle proteine

La glicosilazione, cioe I'aggiunta di carboidrati alla catena
polipeptidica di una proteina, € una delle piu comuni
MPT. La maggior parte delle proteine che vengono gli-
cosilate, nelle cellule eucariotiche, & destinata a diventare
proteine di membrana. Inoltre una proteina glicosilata
raggiunge un folding corretto e, in questo modo, puo
esplicare la propria funzione. La glicosilazione protegge
dall’attacco di proteasi e influenza quindi la velocita di
degradazione delle proteine e il loro turnover e aumenta
la solubilita della molecola proteica che viene dunque
stabilizzata in tutti gli aspetti. Infine, il meccanismo
della glicosilazione & implicato nel controllo di qualita
delle proteine, ove per controllo di qualita si intende un
processo operato dalla cellula per scartare le proteine che
non sono correttamente ripiegate (vedi CD: Approfondi-
mento 8.1. Modulazionefarmacologica di alcune importanti
modificazioni post-traduzionali).

I principali zuccheri presenti nelle glicoproteine sono
il glucosio, il galattosio, il mannosio, il fucosio e I'N-
acetilglucosammina, che possono essere sono legati
covalentemente all'asparagina (N-glicani) o alla serina/
treonina (O-glicani) di una proteina. La complessita
strutturale degli zuccheri richiede inoltre un processo di
glicosilazione elaborato che impone un costo energetico
alla cellula e avviene con una sequenza precisa di rea-
zioni che si susseguono in modo concertato.

La N-glicosilazione ha inizio nel reticolo endoplasmatico
rugoso a carico della catena peptidica ancora in corso di
traduzione. La prima fase consiste nel trasferimento di
una catena di 14 zuccheri (2 di N-acetilglucosammina,
3 di glucosio e 9 di mannosio) a un residuo laterale di
asparagina. L'oligosaccaride e assemblato all’interno del
reticolo endoplasmatico a partire da singoli carboidrati,
ed é trasferito da uno speciale enzima, la glicosiltran-
sferasi. Lattacco della catena glucidica puo avvenire su
un’asparagina qualsiasi presente nella sequenza prima-
ria della proteina, purché inclusa in una sequenza di
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consenso Asn-X-Ser o Asn-X-Thr, dove X rappresenta un
amminoacido qualunque a esclusione della prolina. In
un secondo tempo si ha la modificazione della catena di
zuccheri appena aggiunta, sempre a livello del reticolo
endoplasmatico. Qui sono rimossi ogni volta dalla catena
3 residui di glucosio e uno di mannosio. Successivamente
le proteine che hanno subito sia la glicosilazione che la
prima modificazione vengono trasportate, tramite vesci-
cole, all’apparato del Golgi. Qui subiscono una sequenza
ordinata di importanti cambiamenti tali per cui ogni
specifica proteina viene riconosciuta e modificata in base
alla futura funzione. Si possono riscontrare rimozioni o
aggiunte di singoli zuccheri o di catene piu lunghe; la
specificita delle singole catene glucidiche € il meccanismo
utilizzato dalla cellula per lo smistamento delle proteine
alle varie sedi di destinazione.

La O-glicosilazione & un processo altamente specifico,
che non vede laggiunta “seriale” di carboidrati alla
proteina in via di maturazione. Si svolge interamente
nell’apparato di Golgi dove gli zuccheri vengono legati
al peptide a livello di un ossigeno di un residuo di serina
0 di treonina. L'aggiunta riguarda un singolo carboidrato
alla volta; solitamente il numero di zuccheri legati duran-
te questo processo é limitato a pochi residui.
1carboidrati spesso modulano le funzioni delle proteine,
come nel caso dell’acido polisialico legato alle molecole
di adesione neurale (N-CAM). Le glicoproteine presenti
sulla superficie cellulare svolgono un ruolo cruciale nella
comunicazione tra cellule, nel mantenimento della strut-
tura cellulare e nel riconoscimento da parte del sistema
immunitario. Pertanto, alterazioni delle glicoproteine sulla
superficie cellulare possono produrre profondi effetti fisio-
logici. Ad esempio, la formazione di aggregati di eritrociti
come si osservano nell'anemia diseritropoietica congenita
di tipo Il risulta dal taglio delle glicoproteine esposte sulla
superficie di tali cellule. Inoltre numerosi virus, batteri e
parassiti entrano nella cellula bersaglio sfruttando la pre-
senza di carboidrati associati a proteine ed esposti sulla
superficie cellulare. Viceversa, i residui di carboidrati delle
glicoproteine sieriche e degli ormoni glicoproteici ipofisari
sono coinvolti nei processi di rimozione dalla circolazione
a livello renale (“clearance” oppure nell’indirizzare gli
ormoni ai loro rispettivi organi bersaglio.

Inoltre, difetti nella corretta degradazione delle gli-
coproteine da parte di specifiche idrolasi lisosomiali
(glicosilasi) sono alla base di patologie ereditarie (quali la
mucolipidosi) dovute all’accumulo abnorme di prodotti
parzialmente degradati. Gravi patologie quali la muco-
lipidosi li e 11l risultano invece da difetti nel trasporto
delle glicoproteine ai lisosomi.

Acetilazione

L'acetilazione modula le interazioni
proteine-DNA e proteine-proteine

Il trasferimento di un gruppo acetile dall’acetil-coenzima
A a un gruppo e-amminico di un residuo di lisina pre-
sente nella proteina substrato determina una neutraliz-
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zazione della carica con conseguente alterazione delle
proprieta biologiche della proteina substrato. Nonostante
gli istoni non rappresentino i soli substrati di questa
reazione, essendo stati i primi substrati identificati di
enzimi che catalizzano I'introduzione e la rimozione di
un gruppo acetile, questi enzimi sono stati denominati
rispettivamente istone acetiltrasferasi (HAT) e istone
deacetilasi (HDAC). Numerose altre proteine, come ad
esempio fattori di trascrizione, proteine citoscheletriche
e proteine coinvolte nel metabolismo cellulare, sono state
identificate come substrato delle reazioni di acetilazione/
deacetilazione. E infatti interessante osservare che a oggi
e stata descritta l'acetilazione di centinaia di proteine
cellulari, molte delle quali non-nucleari, e molte di queste
sono localizzate a livello del mitocondrio. Lacetilazione
di numerosi fattori di trascrizione, come ad esempio p53
ed E2F1, ne aumenta la capacita di legare il DNA target.
Numerosi fattori di trascrizione possiedono un dominio
della lunghezza di 60 amminoacidi, denominato bromo-
dominio, in grado di riconoscere con elevata specificita
residui di lisina acetilati. L'acetilazione & anche coinvolta
nella modulazione di numerose interazioni proteina-
proteina. Ad esempio, l'acetilazione di Heat Shock Prntein
90 (FISP90) ne aumenta la capacita di interagire con il
recettore per i glucocorticoidi.

L'acetilazione degli istoni, determinando una riduzione
dell’interazione istoni-DNA e dell’interazione istoni-
istoni, e quindi un rimodellamento della cromatina, gioca
un ruolo importante nella regolazione dell’attivazione
dell’espressione genica (vedi CD: Approfondimento 8.1).

Idrossilazione

L’idrossilazione (p-idrossilazione), che consiste nell’ag-
giunta di un gruppo idrossile a un residuo di prolina,
rappresenta una MPT riguardante soprattutto le proteine
coinvolte nel metabolismo ossidativo. L'idrossilazione
dei residui di pralina é catalizzata dalle monoossigenasi,
meglio conosciute come idrossilasi. Questi enzimi neces-
sitano di NADPH e di ossigeno portando alla liberazione
di acqua. Nel complesso enzimatico & anche incluso il
citocromo P450 che va a modulare una catena respira-
toria nella quale gli elettroni possono fluire dal’'NADPH
all’ossigeno. Esempi di idrossilazioni si possono ritrovare
nella sintesi dei glucocorticoidi e nelle reazioni di detos-
sificazione di alcuni farmaci. Non sono stati descritte a
oggi reazioni enzimatiche di rimozione di un gruppo
idrossile né l'esistenza di enzimi in grado di mediare
questo tipo di modificazione.

Carbossilazione

La carbossilazione (y-carbossilazione) € una MPT che
avviene prevalentemente a livello di un gruppo di pro-
teine coinvolte nei processi di coagulazione e determina
la conversione di un residuo di glutammato di una pro-
teina substrato a y-carbossiglutammato. Questo tipo di

MPT svolge un ruolo importante nella regolazione della
capacita di legare lo ione Ca2+ che rappresenta una carat-
teristica molto importante, e in alcuni casi essenziale, per
il funzionamento di numerosi fattori della coagulazione
(fattore V11, IX e X) e di altre proteine coinvolte nei pro-
cessi di coagulazione (vedi CD: Approfondimento 8.1).

Metilazione

La metilazione modifica la struttura
della cromatina controllando l'interazione
della cromatina con proteine non istoniche

Laggiunta di un metile a un residuo di lisina o di argi-
nina a livello degli istoni rappresenta uno dei principali
meccanismi epigenetici associati a modificazioni della
cromatina. La metilazione puo determinare l’'aggiunta di
uno, due o tre metili sullo stesso residuo amminoacidico.
Analogamente a quanto avviene per altri tipi di MPT, due
classi di enzimi, le metiltrasferasi e le demetilasi regolano
in modo dinamico lo stato di metilazione delle proteine
substrato. Recentemente, con il coinvolgimento delle
metiltrasferasi e le demetilasi in una varieta di funzioni
cellulari, tra cui la cancerogenesi e la progressione del
tumore, la modulazione della metilazione cellulare € stata
presa in considerazione come nuovo possibile approccio
farmacologico nella terapia antitumorale. Tuttavia, a oggi,
la ricerca in questo settore € in una fase iniziale e solo
pochi possibili agenti in grado di modulare l'attivita di
specifiche metiltrasferasi e le demetilasi sono stati iden-
tificati, soprattutto a causa dell’assenza della struttura
cristallografica degli enzimi coinvolti.

Nitrosilazione

Le proteine nitrosilate, e in particolare i tioli (for-
mazione di proteine S-nitrosilate) rivestono un ruolo
importante nella trasduzione del segnale. La nitrosi-
lazione costituisce uno dei diversi meccanismi mole-
colari attraverso cui l'ossido nitrico puod influenzare
la trasduzione cellulare del segnale e vi sono inoltre
numerose evidenze che suggeriscono un ruolo per la
S-nitrosilazione sia nella attivita cellulare fisiologica che
in un ampio spettro di patologie. In particolare, recenti
studi sperimentali hanno dimostrato come l’alterazione
dei livelli di S-nitrosilazione di numerose proteine sia
associata all’eziologia o alla sintomatologia soprattutto
di patologie del sistema nervoso centrale, cardiovasco-
lari o muscoloscheletriche.

Legami disolfuro

La formazione dei ponti disolfuro avviene per ossidazio-
ne dei gruppi tiolici deflamminoacido cisteina. Legami
disolfuro sono caratteristici di un ampio insieme di
proteine extracellulari e di molte proteine utilizzate in



farmacologia, quali per esempio interferone, insulina ri-
combinante, anticorpi. Questo legame covalente stabiliz-
za e mantiene la struttura terziaria delle proteine e anche
la loro struttura quaternaria in complessi macroproteici,
quali ad esempio gli anticorpi.

Siccome la formazione del legame disulfidico si basa
su un processo di ossidazione, questo tipo di MPT non
puod avvenire nel citoplasma delle cellule sia eucariote
che procariote, che mantengono uno stato di riduzio-
ne dell’ambiente citosolico. Quindi negli eucarioti, ad
esempio, la formazione dei legami disolfuro avviene nel
reticolo endoplasmatico.

Aggiunta di lipidi

Nelle cellule eucariotiche queste modificazioni
post-traduzionali permettono l'ancoraggio
delle proteine alla membrana piasmatica

Miristilazione

Consiste nell’'aggiunta di acido miristico (acido grasso
C14) a un residuo di glicina amminoterminale durante
la traduzione. La glicina & generalmente il primo ammi-
noacido della catena polipeptidica dopo che la metionina
iniziale & stata rimossa. Molte proteine modificate da
miristilazione sono associate al lato interno della mem-

brana piasmatica.

Premiazione

E l'aggiunta di un gruppo prenile all’atomo di zolfo di
una cisteina carbossiterminale. Il gruppo prenile aggiun-
to in questa reazione puo essere sia farnesile (C15) che
geranilgeranile (C20), entrambi composti isoprenoidi
derivati dalla biosintesi del colesterolo. Le due reazioni
hanno luogo nel reticolo endoplasmatico e sono cataliz-
zate rispettivamente dagli enzimi farnesiltransferasi e
geraniltransferasi di tipo | o Il. La prenilazione avviene
a carico di una cisteina localizzata quattro residui pri-
ma dell’estremita carbossiterminale. Successivamente, i
tre amminoacidi carbossiterminali vengono rimossi da
una specifica endoproteasi e il gruppo carbossilico della
cisteina terminale viene metilato tramite una reazione
che utilizza S-adenosilmetionina come donatore di
gruppi metile. Molte proteine associate alla membrana
piasmatica che operano nel controllo della crescita e
del differenziamento cellulare vengono modificate da
prenilazione. Un importante esempio & rappresentato
dalla G proteina oncogenica Ras, che viene farnesilata.
Le subunita y di numerose proteine G coinvolte nelle
cascate di trasduzione del segnale sono invece modificate
da geranilgeranilazione.

La prenilazione puo essere indirettamente inibita attra-
verso gli inibitori della idrossimetilglutaril coenzima-A
reduttasi, genericamente chiamati statine, che riducono
la quantita di gruppi prenili disponibili inibendo un pas-
saggio cruciale della biosintesi del colesterolo. Le statine,
grazie alla loro capacita di aumentare la clearance delle
LDL, di aumentare il colesterolo HDL e di ridurre anche i
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triglicedici plasmatici, rappresentano la classe di farmaci
d’elezione nel trattamento delle ipercolesterolemie; nume-
rosi studi clinici hanno dimostrato come il trattamento
cronico con alcune specifiche statine (simvastatina,
pravastatina) determini una riduzione statisticamente
significativa della mortalita da malattia coronarica.

Dal momento che l'unita strutturale riconosciuta dalle
prenil transferasi all’estremita carbossiterminale del
substrato e il tetrapeptide CAAX (dove A ¢ un ammino-
acido alifatico e X un qualsiasi amminoacido), farmaci
che mimano questo peptide sono stati sviluppati e testati
quali potenti e selettivi inibitori delle farnesil transferasi
o geranil transferasi. Mutazioni oncogeniche di Ras
sono implicate in oltre il 30% dei tumori dell'uomo. La
scoperta che il meccanismo dazione delle proteine della
famiglia Ras dipende strettamente dalla farnesilazione
rende la farnesil transferasi un bersaglio promettente
della terapia antitumorale. Gli inibitori della farnesil
transferasi riducono preferenzialmente la proliferazione
delle cellule trasformate rispetto a quelle normali, dove
mostrano inoltre un basso livello di tossicita.

Palmitilazione

E una delle MPT piu frequenti e versatili. Si tratta dell’ag-
giunta di acido paimitico (acido grasso C16) allo zolfo di
una cisteina interna alla catena polipeptidica. Contribu-
isce all’associazione delle proteine alla membrana e alla
regolazione della loro localizzazione subcellulare."inoltre,
grazie alla sua reversibilita, la palmitilazione rappresenta
un meccanismo di controllo dell’attivita delle proteine
di membrana, sia associate che periferiche. Numerose
proteine vengono palmitilate a livello della membrana
piasmatica. Tuttavia sono noti diversi casi di proteine la
cui palmitilazione ha luogo sulle membrane intracellulari
della via esocitica.

Aggiunta di glicosilfosfatidilinositoli
4

Si tratta dell’aggiunta di glicolipidi contenenti fosfati-
dilinositolo (GPI). La porzione oligosaccaridica viene
attaccata al carbossile terminale della catena polipepti-
dica, facendo da ponte tra la proteina e il fosfolipide e
per questo viene chiamata GPl-anchor. I GPIl-anchors
vengono aggiunti alle proteine nel reticolo endoplasma-
tico come unita preassemblate. La proteina modificata
viene attaccata alla membrana piasmatica tramite la
componente lipidica del GPl-anchor. Tra le proteine a
cui viene aggiunto GPI si ricordano l'acetilcolinesterasi,
la fosfatasi alcalina, I'antigene linfocitario Thy-1 e DAF
(Decay-Accelerating Factor), un fattore che previene la lisi
degli eritrociti da parte del complemento. La mancata
aggiunta di GPI a DAF ne impedisce la localizzazione
superficiale causando un’emolisi patologica, come si
osserva nella emoglobinuria parossistica notturna.

Nel Tripanosoma brucei e nelle cellule di mammifero la
produzione di GPIl-anchor viene inibita dalla mannosami-
na, un omologo del mannosio che non viene riconosciuto*
come substrato dalla a2-mannosiltransferasi coinvolta
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nell’assemblaggio della ramificazione glucidica del GPI-
anchor. Una seconda classe di inibitori risulta specifica
per il tripanosoma che, a differenza della cellula di
mammifero, incorpora acido miristico nel GPIl-anchor.

TAKE HOME MESSAGE

Sono stati identificati omologhi dell’acido miristico tossici
per il. tripanosoma ma non per la cellula di mammifero
e quindi potenzialmente efficaci nel trattamento delle
infezioni da parte di questo protozoo.

L'importante sviluppo delle conoscenze relative alle MPT avvenuto negli ultimi

15 anni ha permesso sia una pitu approfondita comprensione della funzione della
maggior parte delle MPT, e, soprattutto, ha permesso I'individuazione di alcune MPT
guale nuovo possibile target farmacologico.

La grande eterogeneita molecolare e I'elevata dinamicita delle MPT in cellule
eucariote rendono questi processi biochimici un nuovo bersaglio di grande interesse
da un punto di vista farmacologico per numerosi tipi di patologie.
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Conoscere i meccanismi generali cellulari di regolazione della concentrazione intracellulare di calcio

([Ca2+]i) in risposta a stimoli

Conoscere i principali componenti molecolari responsabili del controllo della concentrazione
intracellulare di calcio e la loro possibile modulazione farmacologica

Comprendere il ruolo di diversi organelli intracellulari nell'omeostasi della concentrazione di calcioione
[Ca2H e i meccanismi che regolano la [Ca2+]j all'interno di ciascun organello

Conoscere le conseguenze dell'alterazione del controllo della [Ca2H, dovuta a cause patologiche

Tra i vari ioni contenuti nella materia vivente, il Ca2+(cal-
cioione libero) é senz’altro quello che, dal punto di vista
della regolazione, gioca il ruolo piu ampio e importante.
Da un lato, infatti, esso contribuisce al potenziale di mem-
brana, dallaltro lato la sua concentrazione nel citosol e nel
lume di tutti gli organelli, dal nucleo ai mitocondri, dal
reticolo endoplasmatico (ER) all'apparato di Golgi, parte-
cipa al controllo di una miriade di funzioni cellulari. In
questo capitolo verranno trattati i fenomeni che regolano
I'omeostasi del Ca2+nel citosol e nei vari compartimenti
cellulari. Poiché uno degli aspetti fondamentali del nostro
discorso e l'equilibrio tra le varie forme del catione: libero,
legato e totale, noi useremo I’'indicazione Ca2+per la prima
mentre le altre due forme le scriveremo calcio, per sotto-
lineare la loro completa o parziale indissociazione. Come
per ogni altro ligando, l'equilibrio libero/legato dipende
dal rapporto tra la concentrazione del Ca2+ [Ca24] (]Ca24]j
= concentrazione media nel citosol; [Ca2+]0= nello spazio
extracellulare; [Ca2#mit = nella matrice mitocondriale) e
quella dei siti di legame nonché dalla affinita di questi
ultimi. Quando i siti sono in eccesso, tanto maggiore € la
loro affinita tanto minore é la frazione di Ca2+ che resta
libera (e viceversa, naturalmente).

Il citosol, crocevia di flussi di Ca2+

Il Ca2+citosolico libero ¢ una minimafrazione
del calcio totale delle cellule

A riposo il calcio totale in tutte le cellule (con la sola, ma

non sorprendente, eccezione del globulo rosso) e 0,5-5
mmoli/litro, paragonabile ai liquidi extracellulari (~2
mmoli/litro). Questi valori hanno perd un significato
biologico profondamente diverso. Infatti, nel liquido ex-
tracellulare la concentrazione del calcio ionizzato, [Ca2+0,
e ~1 mM, corrisponde cioe acirca il 50% del calcio totale.
Invece nel compartimento cellulare direttamente in equi-
librio con I’esterno, il citosol, la concentrazione del Ca2+
[Ca24]j & soltanto 50-100 nM, e cioé molte migliaia di volte
piu piccola del contenuto totale. Infatti la stragrande mag-
gioranza del calcio cellulare € legato a un gran numero di
molecole, presenti nel citosol oppure segregate all’interno
di organelli. Queste proprieta, bassa [Ca2+]j e ampio potere
tampone, nonché il continuo equilibrio sia con I'ambiente
esterno che con I’'ER e i mitocondri, permettono al citosol
di funzionare in modo flessibile ed efficiente come sede
di moltissime funzioni regolate dal Ca2+

La [Ca2Hj é il risultato dell'equilibrio fra meccanismi
contrapposti. Gli aumenti della [Ca24]j indotti da stimola-
zione sono, il piu spesso, transienti e determinati dal sus-
seguirsi di processi contrapposti: I'influsso dall’esterno
e il rilascio da depositi intracellulari sono i meccanismi
di regolazione positiva; l'estrusione dalla cellula e I’ac-
cumulo in organelli intracellulari sono i meccanismi di
regolazione negativa. L’influsso pud avvenire attraverso
canali ionici posti sulla membrana piasmatica, attivati da
meccanismi diversi; il rilascio intracellulare per attivazio-
ne di canali nei depositi a rapido scambio. Lestrusione (lo
ione viene riversato all’esterno della cellula) é effettuata
da parte di pompe e scambiatori posti sulla membrana
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piasmatica, mentre il suo sequestro negli organelli intra-
cellulari @ anch’esso a opera di pompe e trasportatori che
pero sono molecolarmente diversi da quelli di superficie.

l'attivita tampone delle proteine citosoliche
di alta affinita

I Un processo chiave di regolazione della [Ca24;:

Oltre ai sistemi di regolazione dinamica della [Ca2Hi,
bisogna considerare che nel citosol risiede un gran nu-
mero di molecole, soprattutto proteine, molte delle quali
legano Ca2+con alta affinita (vedi cD: Approfondimento
9.1. Proteine citosoliche che legano Ca2+ con alta affinita).
Queste proteine sono in grado di limitare (sia quanti-
tativamente che spazialmente) le variazioni della [Ca2Hi
indotte dai vari meccanismi considerati sopra. Grazie alla
loro presenza, il contenuto di calcio totale nel citosol & da
500 a 10.000 volte superiore alla sua frazione libera. A
riposo la capacita delle proteine citosoliche di tamponare
il Ca2+non é saturata. Di conseguenza, quando gli ioni
Ca2+giungono nel citosol (dall’esterno e/o da comparti-
menti intracellulari), essi si equilibrano rapidamente con
le proteine leganti. Un aumento della [Ca24]j, ad esempio
da 100 a 500 nM, richiede il trasferimento al citosol di
quantita di Ca2+fino a 50-100 volte maggiori.

La presenza delle proteine tampone influisce sostanzial-
mente sull'omeostasi del Ca2+ Essa infatti non smorza
soltanto gli aumenti e ne ritarda le diminuzioni, ma mo-
difica anche la distribuzione di tutti i processi dinamici
che dipendono dalla diffusione del Ca2+ Nell'acqua la dif-
fusione é davvero rapida, intorno a 350 [im2/s. Nel citosol
pero, proprio in conseguenza della presenza di proteine
leganti ad alta affinita, la velocita € molto minore: i valori
misurati variano tra -15 e 50 (J-m2/s. Data la lentezza
della diffusione, gli ioni possono saturare rapidamente
il potere Ca2+~tampone di quella piccola zona di citosol
circostante il canale (di membrana o di un organello a
rapido scambio) che si & aperto, e creare cosi un sito locale
ad alta [Ca2+]i. Si formano cosi microterritori citosolici
dove la [Ca24]j cresce fino a valori di 10 e (forse) di 100
i.iM, anche quando la [Ca2+]j media dell’intero citosol non
cresce significativamente oppure sale a valori modesti,
inferiori a 1 NiIM. Un esempio, valido per tutte le cellule,
e quello dello strato di citosol subito sotto la membrana
piasmatica dove, anche a riposo, a causa della apertura,
infrequente ma spontanea, di canali, la [Ca2#]j & 5-10
volte piu alta della [Ca2H; media. Una situazione di questo
tipo ha un’influenza sostanziale sulla vita della cellula a
riposo: vicino alla superficie possono avvenire processi
impossibili nel profondo del citoplasma. In aggiunta a
guesta eterogeneita, dopo stimolazione si formano anche
microterritori dinamici dovuti all’apertura regolata di
canali. Spesso questi microterritori corrispondono a siti
strategici della cellula, come ad esempio le zone attive
della membrana presinaptica dove avviene la fusione
delle vescicole (esocitosi Ca2+dipendente). Il fenomeno
(assai rapido: -100 fis) non € mediato da un enzima ma
piuttosto dalla modifica conformazionale di una o piu
proteine. La sua affinita per il Ca2+e piuttosto bassa. In
questi microterritori, quindi, si raggiungono livelli di

[Ca24]j molto alti, tra 50 e 100 [.iM. Al contrario, la secre-
zione di granuli, ad esempio nelle cellule neuroendocrine,
che e molto e piu lenta (minuti), puo essere sostenuta
anche da liberazione di Ca2+dai depositi, iniziando gia
quando la [Ca2Hj locale raggiunge valori molto piu bassi,
1-5 jiM. Microterritori ricchi di Ca2+ libero si formano
anche nel profondo della cellula, ad esempio nella stretta
striscia di citosol tra ER e mitocondri.

La membrana piasmatica:
canali, pompe e trasportatori

I canali di superficie permeabili al Ca2*
sono di molti tipi diversi

Linflusso di Ca2+ dallo spazio extracellulare al citosol,
avviene attraverso canali ionici di varia struttura e fun-
zione, regolati da meccanismi diversi. A cavallo della
membrana piasmatica il potenziale elettrochimico del
Ca2+é piu elevato rispetto a quello degli altri ioni. Infatti
alla smisurata differenza di concentrazione tra ambiente
extracellulare e citosol (oltre 4 ordini di grandezza!) si
aggiunge la negativita della superficie citosolica della
membrana. Soltanto quando il potenziale e dissipato, an-
zi quando la superficie citosolica & divenuta elettropositi-
va (a livello teorico +150 mV almeno) si pud immaginare
un’inversione del flusso del Ca2+ Tutte le cellule hanno
quindi la possibilita di attivare rapidamente un influsso
di Ca2+semplicemente attraverso l'attivazione di canali
di superficie. Il risultato sard un aumento della [Ca24]j
che almeno all’inizio sara localizzato nell’area del citosol
adiacente alla superficie della cellula. | vari tipi di canale
coinvolti nei processi di influsso vengono distinti in base
ai loro meccanismi di attivazione (Figura 9.1).

| canali attivati dal voltaggio (Voltage Operated Channels,
VOCCs) sono descritti in dettaglio nel Capitolo 22 e
schematizzati nella figura 9.1a. Essi sono bersaglio di nu-
merosi farmaci e tossine, alcuni dei quali trovano ampio
uso nella pratica clinica (ad esempio i calcio-antagonisti,
utilizzati, tra l'altro, per il controllo della pressione arte-
riosa). Qui ci preme ricordare che i VOCCs, inizialmente
ritenuti corredo esclusivo delle cellule eccitabili hanno
una distribuzione ben piu ampia essendo presenti, sia
pure in concentrazione pit modesta, anche in fibre mu-
scolari lisce, in cellule gliali e, in qualche caso, persino
nei fibroblasti.

Il secondo gruppo di canali per il Ca2+comprende alcuni
dei recettori-canale (Receptor Ca2+Channels, RCCs) descrit-
ti nel Capitolo 12. In questo caso, l'apertura del canale
ionico e attivata dall’interazione dell’agonista con il sito di
legame presente nella macromolecola recettoriale (Figura
9.1b e c). | vari recettori-canale possono avere perme-
abilita estremamente diverse. Ad esempio, il recettore
del glutammato sensibile all'acido N-metil-D-aspartico
(recettore NMDA) ¢ molto permeabile al Ca2+ mentre il
recettore colinergico nicotinico (AChR) di tipo muscolare
€ molto piu permeabile all’Na+ Tuttavia, alcuni sottotipi
neuronali di AChR sono permeabili al Ca2+e la loro at-
tivazione produce un significativo aumento della [Ca24].



Il terzo gruppo dei canali del Ca2+e quanto mai complesso
ed eterogeneo. Da un punto di vista molecolare almeno
una parte di questi canali fa parte delle 6 famiglie cono-
sciute sotto le varie sigle TRP (Transient Receptor Potential).
Si tratta di oltre 30 canali, solo una parte dei quali coin-
volti nella regolazione dell'lomeostasi del Ca2+ In termini
di meccanismo di attivazione un sottogruppo di questi
canali, presente soprattutto in neuroni e cellule eccitabili
(Receptor-Operated Ca2+Channels, ROCCs), e direttamente
accoppiato a recettori attraverso G proteine (il piu spesso
Gqg ma anche Go o Gi) oppure anche a recettori per fat-
tori di crescita, ad esempio il recettore per il BDNF. Nelle
cellule fornite di questi canali l'attivazione dei recettori
specifici, oltre alle risposte classiche, provoca l'apertura
del canale e il conseguente influsso di Ca2+(Figura 9.1d).
I ROCCs, quindi, funzionano come integratori di risposte
recettoriali, interessanti soprattutto per la loro localizza-
zione a livello di siti critici della membrana piasmatica. Il
secondo sottogruppo (Store-Operated Ca2+Channels, SOC-
Cs), importante soprattutto nelle cellule non-eccitabili, &
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Regolazione dell'omeostasi del caldo intracellulare Capitolo 9

legato per la sua attivazione allo svuotamento dei depositi
di Ca2+intracellulari, in particolare dei depositi dell’ER
(Figura 9.1 e vedi CD: Approfondimento 9.2. Canali di
superficie, TRP, Orai e Socc). La logica di questo sistema &
chiara: ogni volta che i depositi liberano nel citosol il loro
Ca2+la cellula tende a perdere il catione per azione delle
pompe/trasportatori della membrana piasmatica. Laper-
tura di un canale di superficie permette di compensare
la perdita e quindi di salvaguardare I'omeostasi ionica.

Pompe e trasportatori rimuovono il Ca2+
dal citoplasma

Fondamentale per I'omeostasi del calcio é lattivita di
pompe e trasportatori che promuovono l’estrusione del
Ca2+attraverso la membrana piasmatica e consentono il
mantenimento o il ripristino dei bassi livelli di [Ca2+Ht
presenti nelle cellule a riposo.

A livello della membrana piasmatica sono presenti le pompe
al Ca2+ (PMCASs) che legano con alta affinita (~1 [xM) gli
ioni Ca2+ del citosol e li trasferiscono allo spazio extra-
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Canali al Ca2+ A. L'aumento della [Ca24i indotto dalla depolarizzazione € dovuto a influsso degli ioni Ca2+ attraverso i

VOCC; la durata del transiente e dell'aumento della [Ca24]i del citosol dipende sia dalle cinetiche della loro attivazione/inattivazione (vedi
Capitolo 22) che dall'efficienza di pompe e scambiatori la cui attivita € necessaria per riportare [Ca2#, ai valori basali (vedi Capitolo
23). B. L'Influsso attraverso gli RCCs e dipendente dal legame dell'agonista al recettore. C. Nel caso del recettore NMDA, un ruolo
importante e giocato, oltre che dal glutammato, anche dalla depolarizzazione e da regolatori allosterici come la D-serina (vedi Capitolo
38). D. In molte cellule (soprattutto nervose e neuroendocrine), I'attivazione di recettori accoppiati alla produzione di IP3 puo attivare
anche un altro tipo di canale, detto ROCC, mediante I'attivazione di una G proteina specifica (indicata qui come G0. E. L'attivazione
della PLC da parte di un recettore attraverso una G proteina specifica della famiglia delle Gq determina produzione di IP3 che induce
rapido rilascio di Ca2+dai depositi intracellulari specifici. Lo svuotamento dei depositi attiva la dimerizzazione della proteina STIMI nella
membrana dell’ER che si ridistribuisce fino alla membrana piasmatica dove lega i canali SOCCs tipo ORA/1 e TRPC e attiva cosi un

influsso di Ca2+ nel citosol attraverso la membrana piasmatica.
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sezione 2

cellulare (Figura 9.2a, Capitolo 23 e vedi CD: Approfon-
dimento 9.3. Pompe al Ca2+di superficie e dei depositi a
rapido scambio). Quando [Ca2+]j adiacente alla membrana
piasmatica aumenta, il complesso Ca2+~calmodulina si
lega al sito regolatorio della PMCA e ne aumenta la Vmax.
In questo modo le PMCASs sono in grado di monitorare in
continuo la [Ca2Hj superficiale della cellula e di adattare
la loro attivita alle variazioni di questultima. Quando
l'aumento della [Ca24]i e elevato, molte cellule eccitabili
(neuroni, fibre muscolari cardiache) rispondono attivan-
do anche lI'antiporto Ca2+/Na+(Figura 9.2b e Capitolo 23),
un sistema di piu bassa affinita per il Ca2+ (>5 fiM) che
possiede pero una capacita di trasporto maggiore rispetto
alla pompa. Lattivita dello scambiatore ¢ quindi fonda-
mentale in cellule che, dopo stimolazione, sono esposte
a frequenti e massicce variazioni della [Ca24]i.
L'antiporto e centrale per lI'azione della digitale e degli altri
glicosidi cardioattivi. Questi farmaci inibiscono lattivita
della pompa Na+/K+ATPasi e quindi riducono l’estrusio-
ne del Na+ con conseguente modesta depolarizzazione.
Laccumulo graduale diioni Na+nelle miocellule cardiache
causa una diminuzione dellattivita dell'antiporto Ca2#/
Na+ Di conseguenza l'estrusione del Ca2+é rallentata, piu
Ca2+si accumula nel reticolo sarcoplasmatico, e piu Ca2+
viene rilasciato dopo stimolazione. Cio causa un aumento
della forza di contrazione delle miocellule cardiache.

II Ca2+ negli organelli intracellulari

Anche negli organelli il calcio é in parte legato e in parte
libero, e i due pool sono in equilibrio tra loro. In questo
caso, pero, le proteine di legame sono di affinita molto piu
bassa rispetto alle proteine del citosol. Di conseguenza
il pool libero & molto grande e il suo trasporto al citosol,
dove svolge molte funzioni regolate, puo essere rapido.

rapporto [Na#exta/ [Na+]jntracellulare

Il reticolo endoplasmatico:
un deposito intracellulare a rapido scambio

L’ER e un sistema continuo di membrane presente in tut-
te le cellule eucariotiche (meno il globulo rosso). La sua
superficie di membrana varia da circa 10 m2/g di tessuto
nel pancreas esocrino fino a pochi cm2/gin linfociti e in
molti altri tipi di cellule. Tradizionalmente il reticolo viene
distinto in una porzione granulare (0 rugosa), coinvolta
nella sintesi di proteine secretive o di membrana, e una
porzione liscia. Entrambe queste porzioni partecipano
all’omeostasi del Ca2\ Il processo di liberazione dalle ci-
sterne dell’ER si distingue da quello dei canali dellamem-
brana piasmatica perché é localizzato non alla superficie
ma nella profondita del citoplasma. Studi specifici hanno
portato a riconoscere nell’lER zone specializzate, alcune
delle quali particolarmente importanti quali depositi a
rapido scambio del Ca2+ Nel muscolo striato (scheletrico
e cardiaco) I’'ER & quasi completamente formato da una
porzione specializzata, detta reticolo sarcoplasmatico, le
cui cisterne terminali sono caratterizzate dallalta con-
centrazione di proteine responsabili del deposito e della
liberazione rapida del Ca2+ Poiché queste proteine sono
di bassa affinita, esse non rallentano sensibilmente la
diffusione del Ca2+ che puo quindi essere pompato an-
che in cisterne localizzate a distanza da quelle terminali.
Anche nelle cellule non-muscolari I’'ER & eterogeneo a
causa della distribuzione non parallela dei tre costituenti
fondamentali: pompe al Ca2+ proteine luminali leganti il
Ca2+ canali ionici intracellulari.

Pompe e canali del’ER sono molecolarmente e funzio-
nalmente diversi da quelli della membrana piasmatica.
In breve, il funzionamento dei depositi dell’lER puo
essere descritto come segue: quando i canali si aprono,
il Ca2+contenuto nell'organello si libera producendo un
aumento della [Ca24]j locale che poi si pud estendere al

Figura 9.2 Estrusione del Ca2+attraver-

so la membrana plasmata. A. Le pompe
al Ca2+ della membrana plasmata sono
quattro Ca2+ATPasi che consumano una
mole di ATP per mole di Ca2+trasportata.
La loro attivita e stimolata (freccia grossa)
dal complesso Ca2+calmodulina che si
forma quando la [Ca2#j aumenta; essa
e anche dipendente dalla disponibilita
Intracellulare di ATP e sara percid com-
promessa in corso di ischemia. B. Lo
scambiatore Ca2/Na+ha grande capacita
ma bassa affinita per il Ca2+ esso & quindi
molto efficiente soltanto quando la [Ca2H
i e alta. Il rapporto tra Ca2+e Na+traspor-
tati € di 1:3. Lattivita del trasportatore
(indicata dal colore e dalle dimensioni
delle frecce) e dipendente dal gradiente
di Na+ la riduzione di questo gradiente e
responsabile dell'effetto Inotropo positivo
dei glicosidi cardioattivi. In condizioni di
rapporto [Na+# extra/[Na4 Intracellulare
molto basso, la direzione del trasporto pud
addirittura invertirsi.



resto del citosol. Grazie all’attivita delle pompe, l'orga-
netto viene poi ricaricato di Ca2+in breve tempo e reso
disponibile per rispondere a un nuovo stimolo (Figura
9.3). Le proprieta cinetiche qui accennate non si ritrovano
solo nell’lER ma anche nel cisGolgi.

Spesso indicate con I'acronimo SERCA (Sarcoplasmic-Endo-
plasmic Reticulum Ca2+ATPase), le pompe dei depositi a ra-
pido scambio sono distribuite ampiamente nelle membrane
dell’ER/cisGiolgi. Questi organetti, quindi, accumulano
Ca2+da quasi tutta la loro superficie (vedi CD: Approfondi-
mento 9.4. Proteine che legano Ca2+nel lume dellER).

Le proteine luminali leganti calcio di questi depositi ap-
partengono a diverse famiglie di cui la pit nota & quella
delle calsequestrine espresse dalle fibre muscolari. La
loro funzione & quella di legare con bassa affinita grosse
quantita di Ca2+ (fino a 50 ioni per molecola), riducendo
cosi la concentrazione dello ione libero presente nel lume
degli organetti. Queste caratteristiche sono importanti
perché impediscono la precipitazione del Ca2+ mentre
lo mantengono disponibile per una rapida liberazione
quando i canali sono attivati.

I canali ionici che consentono la messa in comunicazione
diretta del lume dell’ER con il citosol circostante sono
di due classi: recettori detta rianodina (un alcaloide
vegetale usato sperimentalmente) e quelli dell’lP3. |
canali del primo tipo (RYRs) sono almeno tre. Quello
del muscolo scheletrico, concentrato atta superficie dette
cisterne terminali del reticolo sarcoplasmico, & accop-
piato con il sensore del voltaggio (un VOCC di tipo L)
presente netta membrana dei tubuli T detta membrana
piasmatica (Figura 9.4A), distribuiti trasversalmente e a
distanza fissa lungo le fibre. La depolarizzazione indotta
dall’acetilcolina a livello della placca neuromuscolare e
trasferita attraverso I’attivazione dei VOCCs, con conse-
guente attivazione degli RYRs, induce la liberazione di
Ca2+dal reticolo al citosol, pressoché simultanea lungo la
fibra muscolare, rendendone cosi possibile la contrazione
coordinata. Negli RYRs di tipo 2 (cuore e neuroni) e 3
(ampia distribuzione) l'attivazione dipende soprattutto
dai livelli locali di Ca2+ E stato cosi coniato il termine
di Calcium-Induced Calcium-Release (CICR, liberazione di
calcio indotta da calcio). La caffeina (in concentrazioni
mM, cioé “non alimentari”) favorisce l'attivazione degli
RYRs, mentre la rianodina ne impedisce la chiusura.

Spazio extracellulare
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Capitolo 9

Regolazione dell'omeostasi del calcio intracellulare

Anche gli IP3 recettori (IP3Rs) sono tre, diversi per
caratteristiche cinetiche e presenti in rapporto diverso
nei vari tessuti. La loro attivazione segue l'idrolisi del
fosfatidilinositolo 4,5-bisfosfato indotta dall’attivazione
di recettori accoppiati alla Gq o forniti di tirosina chi-
nasi. Gli IP3R non funzionano pero secondo un modello
chiuso/aperto ma sono modulati da molteplici ligandi,
incluso il Ca2+ stesso, e dalla interazione con proteine,
sia citosoliche che del lume dell’lER (Figura 9.4b) (vedi
CcD: Approfondimento 9.5. Canali dell’ER: recettori dell’lP3
(IP3Rs) e della rianodina (RYRS)).

RYRs e IP3Rs possono coesistere sulla membrana dett’ER
o di sue porzioni specializzate. In questi casi I'aumento
di [Ca24]j indotta da IP3 si traduce, attraverso il CICR,
nell’attivazione degli RYRs e quindi in un potenziamento
dell’attivita di rilascio del Ca2+dai depositi a rapido scam-
bio. IP3Rs e RYRs, insieme alle pompe, ai mitocondri e
atte proteine citosoliche di alta affinita per il Ca2+ sosten-
gono processi coordinati che avvengono nel citoplasma di
moltissime cellule, le oscillazioni (Figura 9.4c) e le onde
di [Ca2Hi. Ogni onda/oscillazione ha un sito di origine,
una specie di pacemaker da cui la liberazione di Ca2+
avviene preferenzialmente, in genere per l'alta concen-
trazione di canali. La lenta diffusione del Ca2+alle zone
adiacenti facilita I'attivazione di RYRs e IP3Rs, rendendo
il processo autorigenerativo. Se esso rimane localizzato
al sito del pacemaker, dara luogo a oscillazioni perio-
diche; se si sposta attivando successivamente gli RYRs
e gli IP3Rs adiacenti, a un'onda indirizzata secondo un
percorso nel citoplasma che nette fibre (nei dendriti, ad
esempio) pud essere sia centrifugo che centripeto (vedi
CcD: Approfondimento 9.6. Spikes localizzati danno origine
a oscillazioni e onde di [Ca24;).

| mitocondri sono, tra laltro,
ammortizzatori locali della [Ca2"]j

La storia del Ca2+nei mitocondri &€ quanto mai accidentata.
Negli anni 70 del secolo scorso erano ritenuti il deposito
piu importante della cellula, poi ci si rese conto che il loro
sistema principale di captazione (il Mitochondrial Ca2+Uni-
porter, MCU, un trasportatore) é di affinita relativamente
bassa (Kd >5 (xM), e se ne concluse che esso non puo fun-
zionare in una cellula se non dopo una intensa stimolazio-
ne, quando la [Ca2Hi cresce a valori elevati. Negli anni 90,

Spazio extracellulare
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Figura 9.3 Depositi Intracellulari di Ca2+a rapido scambio (A). | depositi intracellulari di Ca2+a rapido scambio sono organelll (ER,
cis-Golgi) caratterizzati dalla presenza di pompe al Ca2+della famiglia delle SERCA, di proteine luminali capaci di legare lo ione con alta
capacita e bassa affinita e di canali specifici, RYRs e IP3Rs. L'apertura del canali (B) provoca il rilascio dello lone Ca2+dal lume dell'orga-
nello al citoplasma con conseguente aumento della [Ca24]j. Successivamente le SERCA ricaricano I'organello riducendo cosi la [Ca24, (C).
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pero, si capi che i mitocondri non sono sempre organelli
discreti ma sono in genere fusi in un reticolo ampiamente
distribuito nella cellula e che questo reticolo non lavora
da solo ma in collaborazione con I’'ER. Lapertura degli
RYRs e IP3Rs genera nella zona di citosol adiacente alla
bocca di questi canali una “nube” di alta [Ca2Hj che per
un certo tempo (qualche secondo) satura i siti di legame
delle proteine citosoliche Ca2+leganti. Ne consegue che la
[Ca2H]j locale (cioé a livello della “nube”) raggiunge livelli
elevati (ad esempio, 10 j.iM o anche di piu), divenendo cosi
trasportabile dall’MCU dei mitocondri localizzati strategi-
camente a breve distanza, secondo l'altissimo potenziale di
membrana (-200 mV, negativo) a cavallo della membrana
interna. Si spiega cosi come mai in condizioni di riposo
l'accumulo di Ca2+ nei mitocondri sia molto limitato e
come esso aumenti rapidamente quando la liberazione del
Ca2+dall’ER aumenta in seguito a una stimolazione anche
modesta. L'accumulo del Ca2+nei mitocondri non € irre-
versibile, anzi. Aumenti transitori possono essere smaltiti
da antiporti che scambiano Ca2+ (verso il citosol) per H+o

Na+(Figura 9.4d). In termini di [Ca2+]j locale i mitocondri
servono a evitare che si raggiungano livelli citosolici troppo
elevati, sono quindi degli ammortizzatori che permettono
di prolungare nel tempo il segnale citosolico. Dopo avere
accumulato in qualche secondo il Ca2+ dall’ER essi lo
liberano per diversi secondi. Essi possono partecipare
alle oscillazioni e alle onde di [Ca2Ht oppure le possono
arrestare rompendone il coordinamento spazio-temporale
(vedi cD: Approfondimento 9.6 e Approfondimento 9.7. Il
mitocondrio: un organeilo semiautonomo che ha bisogno dell’ER
perfunzionare).

ER e mitocondri permettono che la [Ca2Hj si modifichi
I rapidamente anche in zone profonde della cellula

La lenta diffusione del Ca2+nel citosol fornisce una spie-
gazione per il ruolo degli organelli a rapido scambio di
Caz2+ Se infatti, per cambiare la sua [Ca24j, la cellula po-
tesse soltanto attivare i suoi canali di superficie, le regioni
piu interne sarebbero raggiunte in ritardo (di secondi!)
rispetto a quelle superficiali, e tutta lattivita cellulare

Figura 9.4 Depositi intracellulari di Ca2+ A. Il RYR di tipo muscolare & concentrato nella faccia esterna delle cisterne del reticolo sar-
coplasmatico delle fibre e la sua attivazione avviene per diretto accoppiamento con canali VOCCs di tipo L concentrati nella membrana
del tubulo T delle triadi. Questi VOCCs funzionano come "sensori del voltaggio®, cioé attivano i recettori intracellulari in conseguenza
della depolarizzazione (AV) della membrana in cui sono inseriti. B. L'attivazione degli IP3Rs avviene invece per legame dell'lP3 liberato

nel citosol in seguito all'attivazione della fosfolipasi C (PLC) indotta da recettori di superficie. La sensibilita all'lP3 & modulata dal Ca2+

stesso, dall'’ATP e dalla interazione con proteine luminali e citosoliche. C. Oscillazioni della [Ca2H, che si generano nelle cellule dopo
stimolazioni. Mentre stimolazioni forti inducono la classica risposta picco-e-plateau (sinistra) , stimolazioni piu vicine a quelle fisiologiche
inducono oscillazioni periodiche della [Ca24]i. D. Coordinamento tra ER e mitocondri. L'attivazione degli IP3Rs in una zona spedalizzata
della membrana dell'ER (Mitochondria-Associted Membrane, MAM), strettamente adiacente alla superficie mitocondriale, conduce rapi-
damente alla saturazione delle proteine citosoliche leganti Ca2+ dello spazio tra i due organelli e all'aumento locale della [Ca24i a livelli

sovra-"*molari, sufficienti per attivare I'MCU della membrana interna. L'aumento della [Ca24]njté poi dissipato dai trasportatori Ca2+H +

e Ca2+#/Na+ Le due tracce laterali mostrano la differenza tra gli spike indotti il primo (alto e stretto) dalla sola attivazione degli IP3Rs, il
secondo (piu basso e persistente) dall'interazione tra ER e mitocondri (vedi CD: Approfondimenti 9.6 e 9.7).



rischierebbe di svolgersi in modo sfasato. Invece la velo-
cita di diffusione dellTP3 é considerevole (-250 jxm2/s).
Questo secondo messaggero puo quindi consentire l'atti-
vazione dei depositi a rapido scambio e, di conseguenza,
dei mitocondri associati, in modo quasi sincrono in tutto
il volume della cellula. Il rilascio & ulteriormente facilitato
dal fatto che il funzionamento degli IP3Rs & modulato
positivamente da modesti aumenti della [Ca2+j. Quindi
le varie aree specializzate dell’lER dove sono localizzati
RYRs e IP3Rs, e i mitocondri adiacenti, si aiutano l'un
l'altro ad attivarsi nel processo di liberazione dei loro
pool di Ca2+ Per quanto riguarda gli RYRs del cuore, data
I'esistenza dei tubuli aT, la liberazione di Ca2+indotta da
Ca2+dagli organelli intracellulari & anch’essa un evento
rapido e coordinato, attivato dall’influsso attraverso
i VOCCs della membrana piasmatica; I'influsso nelle
porzioni superficiali e il rilascio in quelle piu profonde
sono quasi contemporanei e le miofibrille si contraggono
praticamente nello stesso momento, indipendentemente
dalla loro posizione nella cellula.

Ancora piu affascinante la situazione nelle cellule ner-
vose. Qui i segnali sinaptici sono spesso generati dalla
cooperazione tra canali di superficie e canali intracellu-
lari. Essi possono limitarsi a microterritori (ad esempio,
alle spine dendritiche postsinaptiche) dove hanno luogo
oscillazioni della [Ca2Hi che non si propagano al fusto del
dendrite e al soma cellulare, moltiplicando la complessita
dei fenomeni di segnalazione ed elaborazione neuronaie.

La [Ca2j ¢ controllata anche all’interno
di altre strutture intracellulari

La situazione di altre strutture sembra essere molto diversa
da quella dell’ER e dei mitocondri, sia in termini di ci-
netica che per il significato biologico dei pool di calcio in
essi racchiusi. Tanto ariposo quanto dopo stimolazione la
[Ca2+] del nucleo segue da vicino la [Ca2+i. Questi risultati
sono spiegabili ammettendo che I'involucro nucleare, che
€ in continuita con I'ER, condivida con quest’ultimo il
ruolo di store a rapido scambio, e inoltre che il complesso
sistema dei pori dell’involucro nucleare non rappresenti
un ostacolo al libero flusso del catione. Infine la proprieta
tampone della matrice nucleare € assai piu bassa di quella
del citosol. L'importanza del Ca2+nucleare e considerevole.
Diversi fattori di trascrizione, come CREB/CBP, dipendono
infatti da Ca2+~calmodulina per il loro funzionamento. Al-
tri fattori sono attivati a livello citosolico da processi Ca2+
dipendenti e migrano nel nucleo solo dopo attivazione. Per
dettagli su Ca2+nel nucleo vedi cD: Approfondimento 9.8.
Anche il nucleo partecipa allomeostasi del calcio.

Una struttura che dipende dal Ca2+per il suo funziona-
mento € il TGN. Alti livelli del catione, accumulati da
una pompa diversa dalle SERCA (la Secretory Pathway
Ca2+ ATPase, SPCAL1), sono presenti gia nelle cisterne e
sono successivamente accumulati nei granuli di secre-
zione. | granuli cromaffini, al cui interno sono presenti
proteine capaci di legare il Ca2+ (le cromogranine e le
secretogranine), contengono infatti quantita totali dell’ele-
mento dell’ordine di 60 mmoli/litro, mentre i granuli di
zimogeno del pancreas e quelli delle ghiandole salivari ne
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possiedono circa la meta. Il significato di questi pool, se
solo strutturale oppure scambiabile con il citosol, & stato
molto discusso. Anche se una liberazione parziale non
puo essere esclusa, non c’e dubbio che, in questi organelli,
gran parte del calcio sia destinata semplicemente a essere
liberata per esocitosi insieme al resto del contenuto gra-
nulare. Anche le vescicole sinaptiche contengono calcio
in quantita considerevole.

Altri organelli intracellulari che contengono calcio so-
no gli endosomi (che intrappolano “quanta” di catione
dall’'ambiente extracellulare) e anche i lisosomi (che po-
trebbero riceverlo dall’apparato di Golgi, come succede
per i granuli di secrezione). Anche in questo caso non
si possiedono informazioni certe sulla stabilita dei pool.

| pool di Ca2+negli organelli
hanno anche un’importanza locale

Come mai quasi tutti gli organelli cellulari contengono
considerevoli pool di calcio, solo alcuni dei quali pero
sono rapidamente scambiabili con il citosol e utilizzabili
quindi a scopi regolativi? Il calcio segregato non serve
solo per gli scambi ma anche per attivita locali. Cosi nel
lume dell’ER i Ca2+ioni contribuiscono ai processi di ri-
piegamento e assemblaggio delle proteine neosintetizzate
e alla loro localizzazione dentro la cellula (devono restare
nel reticolo stesso? passare nel Golgi fino alla membrana
piasmatica? essere secrete?); nel TGN essi contribuiscono
all'assemblaggio della matrice dei granuli di secrezione
che (almeno in alcune cellule) ha una consistenza viscoso-
elastica; nel nucleo al controllo della trascrizione e, nel
lungo periodo, anche ad altri fenomeni, quali la duplica-
zione del DNA. Infine, nei mitocondri la captazione del
Ca2+serve anche al metabolismo energetico. Tre deidroge-
nasi del ciclo di Krebs sono infatti Ca2+dipendenti. La loro
attivita cresce con la [Ca2+mit, e per questo € importante
che i mitocondri non siano organelli distinti ma siano
organizzati in un reticolo, lungo il quale il Ca2+puo diffon-
dere rapidamente dopo essere stato captato a livello di siti
delimitati. A proposito dei mitocondri, la bassa affinita per
il Ca2+del loro trasportatore sembra provvidenziale. Esso
permette infatti agli organelli di intervenire solo quando
I’elevazione della [Ca2+4]j € notevole. Se l'affinita fosse piu
alta, il trasportatore funzionerebbe sempre, accumulando
Ca2+a spese del potenziale di membrana, con conseguente
disturbo della sintesi di ATP, stress ossidativo e altri danni
gravi, come avviene in condizioni patologiche.

I Ca2+ nella patologia cellulare

Il Ca2+ copre uno spettro di funzioni piu vasto di qua-
lunque altro ione od elemento. Oscillazioni della [Ca2H]j
compaiono nell'uovo subito dopo la fecondazione. Inoltre
aumenti modesti della [Ca2#]j hanno un effetto protetti-
vo, mentre aumenti incontrollati dello stesso parametro
possono condurre alla morte cellulare: quindi con il Ca2+
si va dall’A all’il, e non solo simbolicamente.

Poiché il mantenimento dei normali livelli di [Ca2+]i ri-
chiede un grosso sforzo energetico da parte della cellula,
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non e sorprendente che alterazioni dell'omeostasi del
Ca2+abbiano luogo nel corso di varie patologie cellulari,
soprattutto nel sistema nervoso centrale e nel cuore.
Quando l'aumento della [Ca2Hj e persistente si registrano
gravi conseguenze soprattutto a carico dei mitocondri
(depolarizzazione, precipitazione di fosfato di calcio), del
citoscheletro (depolimerizzazione e disorganizzazione) e
delle membrane. Nel sistema nervoso centrale aumenti
persistenti della [Ca2+]j con conseguente rilascio incon-
trollato di glutammato e attivazione anche dei recettori
NMDA extrasinaptici possono condurre rapidamente
alla morte neuronaie (eccitotossicita) nell’area colpita,
ad esempio, da ictus. | meccanismi attraverso i quali
l'aumento della [Ca2H, induce morte cellulare rapida
(minuti), in genere per morte occasionale, o necrosi, sono
probabilmente molteplici. Un ruolo importante lo gioca-
no l'attivazione di vari enzimi litici (proteasi, fosfolipasi,
endonucleasi) la cui attivita € Ca2+~dipendente.

Le proteasi citosoliche Ca2+dipendenti costituiscono una
grossa famiglia, quella delle calpaine, presenti in quasi
tutti i tessuti in associazione con un loro inibitore, la
calpstatina. In condizioni fisiologiche, si ritiene che le
calpaine, in equilibrio con la calpstatina, partecipino alla
modulazione di diversi processi cellulari come il rima-
neggiamento del citoscheletro e della membrana cellula-
re, il turnover e la rimozione di recettori di membrana,
I'attivazione di enzimi e la mitosi (vedi Capitolo 25).

Le fosfolipasi Ca2+attivate sono abbondanti e ubiquitarie
nelle membrane cellulari. Alcune fosfolipasi A2 sono
Ca2+calmodulina-dipendenti e svolgono un ruolo im-
portante nei processi di eliminazione degli idroperossidi.
Tuttavia, la loro attivazione puo anche mediare risposte
patologiche attraverso lisi diretta delle membrane cellu-
lari e la generazione di metaboliti ad attivita citotossica.
1 ruolo del Ca2+ nella genesi dei danni cellulari e il
coinvolgimento di meccanismi multipli e complessi nel
controllo della [Ca24]j spiegano |effetto protettivo, sia
pure parziale, dimostrato da molti farmaci di tipo diverso
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(Ca2+antagonisti, antagonisti dei recettori glutammater-
gici ecc.) in fenomeni patologici di lesione cellulare, ad
esempio nell’ischemia a carico del cervello e del cuore.
Il problema di queste terapie € che esse devono essere
somministrate prima, o al massimo immediatamente do-
po l'evento patologico iniziale, una condizione in genere
assai difficile o impossibile da realizzare.

In molti casi le necrosi focali, gia gravi di per sé, rappre-
sentano il processo scatenante di una lesione piu ampia
che si espande successivamente (ore) a zone inizialmente
risparmiate (nel caso di ictus cerebrali, la cosiddetta
penombra), attraverso l'attivazione di diversi meccani-
smi sia di segnalazione che di trascrizione genica che
conducono soprattutto all’apoptosi. Una terapia adeguata
dell’estensione ridurrebbe quindi moltissimo la gravita
dei processi focali acuti soprattutto nel sistema nervo-
so centrale. Lapoptosi, o morte cellulare programmata
(vedi Capitolo 27) & un processo profondamente diverso
dalla necrosi, basato sullattivazione di un programma
di rapida ed efficiente autoeliminazione con digestione,
condensazione e poi frammentazione deU’intera cellula.
Che troppo Ca2+ potesse indurre apoptosi era gia noto
(vedi la eccitotossicita da glutammato discussa prima o
I'effetto letale dei Ca2+ ionofori, farmaci che scambiano
il catione per 2 H+ e che tendono quindi a dissipare i
gradienti di entrambi gli ioni). Risultati recenti tendono
a richiamare l’attenzione sul ruolo dei mitocondri, che,
quando sono lesi dall’accumulo di Ca2+ rilasciano nel
citosol il citocromo C, localizzato nello spazio adiacente
alla membrana interna mitocondriale (Figura 9.4d). Il
citocromo C attiva (con la collaborazione della proteina
Apaf-1) la cascata delle proteasi specifiche per I'apoptosi,
le caspasi, sottraendole cosi al controllo dei loro inibitori.
A questo proposito & interessante osservare che il mito-
condrio e anche I’ER sono sede di importanti modulatori
positivi e negativi dell’'apoptosi (fattori del tipo di Bax e
Bcl2, rispettivamente) la cui espressione puo influenzare
I'omeostasi del Ca2+e anche il suo effetto pro-apoptotico.

La concentrazione dello ione calcio libero all'mtemo della cellula & circa 10.000 volte
piu bassa rispetto a quella del liquido extracellulare. Questo gradiente & sorretto da:
meccanismi tampone (proteici) intracellulari; meccanismi di estrusione (mediati da
pompe e trasportatori di membrana); meccanismi che sequestrano lo ione calcio
aH'interno di organelli intracellulari (mediati da pompe e proteine di legame specifiche).

Gli aumenti transitori della [Ca2+]i sono indotti da sistemi di comunicazione
cellulari e prevedono sia ingresso di calcio dall'esterno che rilascio dagli organelli.
Le variazioni della [Ca2+]j rappresentano segnali funzionali per la cellula.

La concentrazione dello ione calcio & finemente controllata anche a livello degli organelli
cellulari (in particolare mitocondri, ER e cis-Golgi) per rispondere a specifiche esigenze

funzionali.

Le alterazioni dei meccanismi di controllo delle concentrazioni intracellulari sono
associate a modificazioni sostanziali della fisiologia cellulare, fino alla necrosi.
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Acquisire conoscenze sulla struttura e sulla funzione delle diverse famiglie di MAPK e sui processi

cellulari regolati da queste proteine

Conoscere le principali patologie che vedono coinvolte alterazioni nella struttura e/o nella funzione delle

MAPK e delle proteine a esse correlate

Conoscere gli sviluppi terapeutici pit innovativi che hanno come bersaglio sia le MAPK che le proteine

responsabili della loro regolazione

Le MAP chinasi, proteinchinasi attivate da mitogeni (Mito-
gen-Activated Protein Kinases, MAPK), sono una famiglia di
enzimi coinvolta nella regolazione di importanti processi
biologici quali I'espressione genica, il metabolismo, la
proliferazione, la morte programmata, la sopravvivenza
e la motilita cellulare. A conferma del loro fondamentale
ruolo fisiologico, I’'espressione e le funzioni delle MAPK
sono conservate durante I’evoluzione in tutti gli eucarioti,
a partire dagli organismi unicellulari fino all’'uomo.

Le MAPK, una volta attivate, catalizzano I'attacco di gruppi
fosfato a specifici residui di serina e treonina presenti nelle
proteine bersaglio che, in seguito a questa fosforilazione,
vengono stimolate o inibite nella loro attivita. Queste
proteine comprendono altre proteinchinasi, fattori di
trascrizione, enzimi, proteine del citoscheletro, e la lo-
ro varieta & responsabile dei molteplici effetti biologici
conseguenti all’attivazione delle MAPK, che sono cosi in
grado di influenzare la quasi totalita dei processi cellulari.
La pleiotropia degli effetti biologici conseguenti alla loro
attivazione fa delle MAPK un importante bersaglio per
lo sviluppo di farmaci innovativi per il trattamento di
importanti patologie umane, quali ad esempio i tumori e
le malattie inflammatorie croniche.

Le famiglie di MAPK e i loro
meccanismi di attivazione

Negli organismi multicellulari sono state caratterizzate
qguattro principali sottofamiglie di MAPK: le Extracellular-
signal Regidated Kinases (ERK) ERK1 ed ERK2; le c-Jun

NH2-terminal Kinases (JNK) JNK1, INK2 eJNK3; le p38
a, (3 yeo;la ERK5. Ognuna di queste MAPK ¢ attivata da
specifici stimoli e fosforila specifici substrati, stimolando
quindi diverse funzioni cellulari.

Lattivazione delle diverse MAPK avviene secondo uno
schema generale comune, che prevede una serie di fo-
sforilazioni sequenziali a opera di diverse chinasi attivate
in successione (Figura 10.1). Lo stimolo extracellulare,

Stimolo Fattori di crescita/Stress ambientali
MAPKKK
1
Cascata MAPKK
delle MAPK (MEK1-7)
!
MAPK

(ERKs, JNKs, p38)

Substrati
(proteine cellulari, fattori di trascrizione)

Risposta cellulare
(sopravvivenza, proliferazione,
apoptosi, espressione genica)

Figura 10.1 Cascata di attivazione delle MAPK.



Recettori e trasduzione dei segnale

attraverso una molecola attivatrice, stimola una MAPKKK
(MAPK chinasi chinasi) che fosforila, in corrispondenza
di specifici residui di serina e/o treonina, una MAPKK
(MAPK chinasi) la quale, a sua volta, fosforila e attiva,
mediante una doppia fosforilazione in tirosina e tre-
onina, la MAPK vera e propria. Una volta attivata, la
MAPK fosforila le sue proteine bersaglio, che possono
essere localizzate in diverse regioni cellulari. Tra questi
bersagli, vi sono infatti proteine associate alla membrana
piasmatica, cosi come proteine citosoliche o nucleari. Il
riconoscimento tra enzima e substrato si attua attraver-
so una doppia interazione. Tutte le MAPK riconoscono
infatti innanzitutto il sito di fosforilazione, costituito da
una serina o da una treonina seguite da una prolina; la
piena specificita & assicurata dall’interazione tra un sito
dell’enzima diverso dal sito catalitico, e un dominio spe-
cifico di riconoscimento presente sulla proteina substrato.
I gruppi fosfato vengono poi rimossi sia dalle MAPK che
dalle proteine substrato a opera di specifiche fosfatasi, e
a guesta rimozione si associa lo spegnimento del segnale.
Fazione delle fosfatasi gioca quindi un ruolo fondamenta-
le nel controllo dell'intensita e della durata delle risposte
cellulari. Le principali fosfatasi coinvolte nella regolazione
dell’attivita delle MAPK sono discusse nel CD (vedi CD:
Approfondimento 10.1. Fosfatasi a doppia specificita come
regolatoli dell'attivita delle MAPK).

Le ERK

Le ERK sono coinvolte nella regolazione della prolife-
razione e del differenziamento cellulare. E stato anche
dimostrato il loro coinvolgimento nei processi di diffe-
renziamento e plasticita neuronaie a livello del sistema
nervoso centrale (vedi CD: Approfondimento 10.2 Le MAP
chinasi nei processi di apprendimento e memoria e loro molo
nelle patologie del SNC; e Approfondimenti 7.1 e 38.1).
Caratteristica comune ai principali fenomeni biologici
regolati dalle ERK e quindi quella di essere processi a
lungo termine che richiedono la traslocazione al nucleo
dell’enzima e la conseguente modulazione dell’espressione
genica.

Le due isoforme ERK1 ed ERK2 sono espresse in maniera
ubiquitaria e, pur essendo codificate da due geni distinti,
mostrano un’elevata omologia di sequenza (84% di iden-
tita a livello amminoacidico), lo stesso motivo treonina-
acido glutammico-tirosina nel sito di attivazione e la
stessa specificita di substrato. Studi recenti suggeriscono
che anche dal punto di vista funzionale ERI<1 ed ERK2
sono equivalenti, e che e l'attivita totale di entrambe le
isoforme a regolare la proliferazione cellulare.

Tipici attivatori delle ERK sono i recettori ad attivita
tirosinchinasica per i fattori di crescita. In risposta al
legame con il fattore di crescita, le tirosine recettoriali
si fosforilano, venendo cosi a costituire un sito di re-
clutamento per le proteine adattatrici Shc e Grb2 (vedi
Capitolo 14). La proteina Grb2 é a sua volta legata a un
fattore di scambio per nucleotidi guanilici chiamato SOS.
Grazie al legame recettore-Grb2 o recettore-Shc-Grb2, il
complesso formato da Grb2 e SOS trasloca alla membrana

piasmatica, dove pud operare lo scambio GDP/GTP sulla
GTPasi monomerica Ras determinandone l’attivazione
(vedi Capitolo 13).

A questo punto, Ras é in grado di legare e attivare la
serina-treonina chinasi Raf (una MAPKMC) che fosforila a
sua volta MEK (una MAPKK), capace di fosforilare ERK su
due specifici residui di treonina e tirosina, determinandone
I'attivazione (Figura 10.2). Lamplificazione del segnale
attraverso questa cascata ¢ tale per cui l'attivazione di solo
il 5% delle molecole di Ras é sufficiente per ottenere la
piena attivazione di ERK. Anche i recettori accoppiati alle
proteine G (G Protein Coupled Receptors, GPCRs) sono in
grado di attivare le ERK con meccanismi eterogenei, tuttora
oggetto di studio (vedi CD: Approfondimento 10.3. Uattiva-
zione delle ERK da parte dei recettori accoppiati a G proteine).
ERK, in condizioni di riposo, ¢ localizzata nel citoplasma,
ma dopo la fosforilazione trasloca al nucleo, dove regola
I’espressione genica, fosforilando, sia direttamente che in-
direttamente attraverso l'intervento di altre chinasi, fattori
di trascrizione, co-attivatori della trascrizione e proteine
associate ai cosiddetti immediate-early genes. Questi geni,
tra i quali il pit noto e c-fos, trascritti in maniera rapida e
transiente dopo trattamento con i fattori di crescita, indu-
cono a loro volta la trascrizione di geni piu tardivi con il
risultato di modificare il programma genetico della cellula.
Fazione delle ERK si esercita anche sul sistema delle
cicline e delle chinasi a esse associate (Cyclin-Dependent
Kinase, CDK), proteine chiave nel controllo della proli-
ferazione cellulare. In particolare, le ERK stimolano la
sintesi della ciclina D1 e la sua associazione con CDK4.
Il complesso ciclina D1/CDK4 é a sua volta in grado di
fosforilare la proteina del retinoblastoma che, cosi inat-
tivata, promuove l’attivazione del fattore E2F, anch’esso
coinvolto nella trascrizione dei geni necessari per la
replicazione del DNA e la crescita cellulare.

Accanto alla loro capacita di modificare il programma ge-
netico della cellula, effetto che richiede la traslocazione al
nucleo dell’enzima, le ERK stimolano la proliferazione cel-
lulare anche attraverso altri meccanismi. La loro attivazione
aumenta ad esempio la sintesi dei nucleotidi necessari per
la formazione di nuove molecole di DNA e RNA, cosi co-
me la sintesi proteica cellulare. Lazione stimolatoria delle
ERK sulla sintesi di nuovi nucleotidi & conseguente alla
fosforilazione e all'laumento di attivita della carbamilfosfato
sintetasi Il, enzima limitante per la sintesi delle basi pirimi-
diniche. La capacita di ERK di stimolare la sintesi proteica
dipende invece dalla fosforilazione della proteina MNK1
che, a sua volta, attiva elF-4E, un fattore responsabile del
reclutamento dei ribosomi, sede della sintesi proteica, e
di fattori di inizio della traduzione. Le ERK sono inoltre
in grado di facilitare la trascrizione genica modificando la
struttura della cromatina e aumentando cosi I'accessibilita
dei fattori di inizio della trascrizione. Questa facilitazione
non dipende dall’attivita chinasica di ERK, ma sembra
invece essere mediata dalla sua interazione diretta con le
proteine responsabili del rilassamento della doppia elica.
Lattivazione di ERK1/2 e associata anche alla sopravvi-
venza cellulare sia attraverso la sua capacita di inibire
I’espressione di proteine pro-apoptotiche della famiglia
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Figura 10.2 Attivazione di ERK da parte dei recettori per i fattori di crescita. Il legame con il fattore di crescita (GF) induce dimerizza-
zione e fosforilazione crociata del suo recettore (RTK). Alle tirosine fosforilate si lega, direttamente o tramite I'adattatore Shc, la proteina
Grb2, responsabile del reclutamento di SOS e della conseguente attivazione di Ras che, attraverso le chinasi Raf e MEK, fosforila ERK
che puo a questo punto agire sui suoi substrati citosolici 0 nucleari. L'attivazione di Ras determina anche la traslocazione in membrana
dello scaffold KSR. Nelle cellule quiescenti infatti KSR e sequestrato nel citoplasma dal legame alla proteina 14-3-3 che lega il residuo
fosforilato serina 392 di KSR. Ras GTP determina la defosforilazione di questo residuo grazie al reclutamento a KSR della subunita B della
fosfatasi 2A (PP2A), le cui subunita A e C sono invece costitutivamente associate a KSR. Linattivazione di KSR richiede la ri-fosforilazione
della serina 392, sito di legame per 14-3-3, da parte della chinasi C-TAK1 (Cdc25C-associated kinase-1). Alla regolazione della localizza-
zione di KSR partecipa anche la proteina Imp, una ubiquitina ligasi la cui degradazione, stimolata da Ras attivato, e sufficiente a indurre

la traslocazione di KSR alla membrana cellulare.

Bcl-2 che attraverso altri meccanismi di regolazione, riatti-
vazione di ERK determina ad esempio la fosforilazione del
fattore di trascrizione FOX 03a, uno dei principali fattori
responsabili della trascrizione di geni pro-apoptotici che,
una volta fosforilato, viene avviato alla degradazione. An-
che la proteina pro-apoptotica BIM puo essere fosforilata
direttamente da ERK, e anche in questo caso la fosfori-
lazione avvia BIM alla degradazione. Nel caso invece di
BAD, un’altra proteina pro-apoptotica, la fosforilazione da
parte di ERK ne determina il sequestro e I'inattivazione da
parte della proteina 14-3-3. Un’attivazione non piu rego-
lata di ERK, come si osserva nei numerosi tumori umani
portatori di mutazioni nel pathway Ras/Raf/MEK/ERK
(Figura 10.3), puo determinare quindi non solo la loro
crescita incontrollata ma anche un’aumentata resistenza
delle cellule tumorali all’apoptosi, che puo contribuire sia
allo sviluppo del tumore che all'instaurarsi di fenomeni
di resistenza ai trattamenti chemioterapici.

LeINK

Le JNK sono classificate come proteinchinasi attivate da
stress cellulari, quali ad esempio lo shock osmotico e

I'esposizione aradiazioni ultraviolette. Possono comunque
essere stimolate anche da citochine e fattori di crescita, e
sono coinvolte nel controllo dell’apoptosi. Sono codificate
da tre geni differenti dai quali, per splicing alternativo, si
possono formare almeno dieci isoforme della proteina.
Le piu importanti e meglio caratterizzate dal punto di
vista funzionale sono le isoforme JNK1, INK2 e JNK3.
Mentre I'espressione di INK1 eJNK2 e ubiquitaria, INK3
e espressa in maniera selettiva nel sistema nervoso centrale
e nel cuore. Studi con animali knockout per le singole
isoforme hanno dimostrato che ciascuna proteina riveste
un ruolo specifico e la sua assenza non puo essere vicariata
dall’espressione delle altre isoforme.

La stimolazione delle JNK determina [lattivazione di
diversi fattori di trascrizione, il principale dei quali e
c-Jun, che viene attivato in seguito alla fosforilazione
di due residui di serina a livello del suo dominio ani-
minoterminale. Il fattore c-Jun e un componente del
complesso di trascrizione AP-1, importante regolatore
dell’espressione di numerosi geni (vedi Capitolo 19:
Farmacologia della trascrizione genica). Tra i geni la
cui trascrizione e stimolata da AP-1 vi sono geni che
codificano per citochine pro-inflammatorie, l’espres-
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Frequenza
di mutazione
nei tumori umani

Pancreas 90% (K-Ras)
Papillare tiroideo 60%
Colon 35% (K-Ras)
NSCLC 35% (K-Ras)
ALL, AML 30% (N-Ras)
Melanoma 15% (N-Ras)

« 30%

Melanoma 44%

Papillare tiroideo 35-70%
Ovaio 30%

Colon 14%

=20%

Polmone
Colon
Melanoma

=1%

0%

Figura 10.3 Alterazioni genetiche della cascata Ras/Raf/MEK/
ERK nei tumori umani. Nella colonna a sinistra € mostrata la fre-
quenza di mutazione di Ras, B-Raf e MEK-1 osservata nei tumori
umani. A destra sono invece elencati i principali tipi di tumore
portatori di queste mutazioni, con la percentuale nella quale ¢ stata
riscontrata la mutazione indicata. NSCLC, tumore polmonare non
a piccole cellule; ALL, leucemia linfoblastica acuta; AML, leucemia
mieloide acuta.

sione dei quali aumenta in risposta a stress ambientali
e radiazioni, tutte condizioni note attivare le JNK. La
capacita delle JNK di regolare, attraverso c-Jun e AP-1,
la trascrizione di geni per citochine, e la capacita delle
stesse citochine di attivare JINK, suggeriscono un loro
possibile coinvolgimento nella patogenesi delle malattie
inflammatorie croniche. Allo stesso modo, l'attivazione
delle INK induce I’'espressione di geni che codificano per
enzimi responsabili della degradazione di proteine della
matrice extracellulare (collagenasi e metalloproteasi),
responsabili dell’erosione delle cartilagini e dell’osso
neH’artrite reumatoide e, piu in generale, dei tessuti
bersaglio in altre patologie autoimmuni.

Possono essere substrato delle INK anche proteine cellu-
lari, e in particolare proteine come Bcl-2 e p53, coinvolte
nella morte cellulare programmata o apoptosi, descritta
nel Capitolo 27: Ciclo cellulare e morte cellulare. Proteine
ad attivita chinasica sono state implicate sia nell'indu-
zione che nell’esecuzione del programma apoptotico.
In particolare, le INK sono generalmente associate alla
promozione dell’'apoptosi. La loro attivazione sembra
essere necessaria sia per il rilascio dai mitocondri di mo-
lecole pro-apoptotiche che per I'espressione di proteine
della famiglia Bcl-2 necessarie per la corretta esecuzione
del processo apoptotico. Lattivazione delle INK ¢ stata
osservata ad esempio nei neuroni nel corso di eventi

ischemici, ed e stata correlata ai processi di apoptosi che
portano a morte neuronaie. A conferma di questo ruolo,
topi knockout perJNK3, I'isoforma espressa nel sistema
nervoso centrale, mostrano un’aumentata resistenza al
danno neuronaie indotto da agenti eccitatori o da ische-
mia cerebrale. Questo suggerisce che INK3 possa rappre-
sentare un bersaglio innovativo per la neuroprotezione
farmacologica in caso di ischemia cerebrale.

PerJNK1 invece é stato proposto un coinvolgimento nella
patogenesi dell’obesita e del diabete insulino-resistente,
le due sindromi metaboliche piu diffuse. In particolare,
topi geneticamente predisposti all’obesita, i cosiddetti
topi ob/ob, presentano elevati livelli di attivita diJNK1 nel
fegato, nel muscolo scheletrico e nel tessuto adiposo. Gli
stessi animali, se privati diJN K1, mostrano una diminuita
tendenza all’obesita, una minore resistenza all'insulina e
una piu efficiente trasduzione del segnale a livello dei
recettori per questo ormone. JNK2 sembra invece im-
portante per lo sviluppo del diabete insulino-dipendente,
come dimostrato in un modello murino di diabete di tipo
1 dove l'assenza di JNK2 riduce la distruzione su base
autoimmune delle cellule (3-pancreatiche e la progres-
sione della malattia suggerendo un ruolo per INK2 nel
controllo della risposta autoimmunitaria responsabile di
questa forma di diabete.

Le p38

Appartengono a questa sottofamiglia quattro chinasi, de-
nominate a, (3, ye 5, codificate da quattro geni distinti e
con un’omologia a livello della sequenza amminoacidica
pari a circa il 60%. Dal punto di vista funzionale, esiste
tra le diverse chinasi un certo grado di ridondanza, il che
significa che, in assenza di una isoforma, le altre posso-
no vicariare la sua funzione. Le p38 mostrano diverse
analogie con le JNK, in quanto sono attivate anch’esse
da situazioni di stress cellulare e dalla stimolazione con
citochine pro-inflammatorie. Allo stesso modo, la loro
attivazione induce l'espressione di numerose citochine
e, piu in generale, di proteine coinvolte nel processo in-
fiammatorio, come ad esempio la ciclo ossigenasi di tipo
2 (COX-2). Anche per questa sottofamiglia di MAPK, in
particolare per p38a, & quindi possibile prevedere un
ruolo nella patogenesi di malattie inflammatorie croniche
dei tessuti periferici come l’artrite reumatoide. Numerosi
studi suggeriscono inoltre che p38a regoli i livelli di
citochine pro-inflammatorie anche nel sistema nervoso
centrale. Questa chinasi potrebbe quindi rappresentare
un nuovo possibile bersaglio terapeutico in quelle pa-
tologie degenerative del sistema nervoso centrale che
presentano una componente neuroinfiammatoria, come
ad esempio la malattia di Alzheimer (vedi cp: Approfon-
dimento 10.2).

Per quanto riguarda p380 e p38Y, la loro espressione
tessuto-specifica ne definisce la funzione: p380 ¢ espressa
nel pancreas dove regola la secrezione di insulina e la
sopravvivenza delle cellule P, mentre p38Y interviene a
livello della muscolatura scheletrica nella regolazione dei
processi di rigenerazione del muscolo nell’adulto.



ERKS5

ERKS5, chiamata anche BMK1 (big MAP kinase 1), é ca-
ratterizzata da una regione C-terminale di 400 ammino-
acidi del tutto unica, che non é presente in nessun altra
MAPK e che non mostra omologie di sequenza con alcuna
proteina conosciuta. Questa regione ha un importante
ruolo regolatorio sull’attivita di ERK5, in quanto contiene
un sito che puo andare incontro ad autofosforilazione,
evento che aumenta di molto la sua attivita come fattore
trascrizionale. Il dominio N-terminale di ERK5 mostra in-
vece un’elevata omologia con ERK 1/2, ma cido nonostante
il suo ruolo fisiologico € unico e non puo essere compen-
sato dalla presenza di ERK1/2. Infatti, animali knockout
per ERK5 muoiono durante lo sviluppo embrionale per
la mancata formazione di un efficiente sistema cardiova-
scolare. A tale proposito, e stato dimostrato che ERK5
€ necessaria per I'azione del VEGF (Vascular Endothelial
Growth Factor), il principale fattore di crescita che regola
la formazione dei vasi sanguigni.

La specificita d'azione delle MAPK

Come descritto nei paragrafi precedenti, ciascuna MAPK e
coinvolta nel controllo di diversi e talvolta opposti eventi
cellulari. E quindi necessario identificare quali meccani-
smi regolano nei diversi contesti la specificita del segnale
generato dall’attivazione delle MAPK, soprattutto alla luce
del fatto che le sequenze consenso per la fosforilazione e i
domini che regolano la loro interazione con altre proteine
sono molto simili nelle diverse MAPK.

Tra i determinanti della specificitd sono comprese:

1. la durata d’azione;

2. l'esistenza di isoforme multiple;

3. le interazioni con proteine scaffold;

4. la localizzazione subcellulare.

Durata d'azione

La durata e lintensita del segnale sono state il primo
meccanismo proposto per spiegare la specificita di segnale
delle MAPK grazie agli studi condotti nelle cellule PC12,
un modello cellulare derivato da feocromocitoma di ratto,
un tumore della midollare del surrene. In queste cellule,
EGF (Epidermal Growth Factor) e NGF (Nerve Growth
Factor), pur attivando entrambi le ERK in seguito al lega-
me con gli specifici recettori ad attivita tirosinchinasica,
inducono una differente risposta biologica: mentre 'EGF
stimola la proliferazione delle cellule PC 12, 'NGF agisce
come stimolo differenziativo, con la comparsa di un feno-
tipo neuronaie, caratterizzato dall’estensione di neuriti e
dall’espressione di tipici marker neuronali. La specificita
del segnale, la capacita cioé di indurre proliferazione o
differenziamento, sembra essere determinata dalla durata
d’azione delle ERK. Infatti, mentre 'EGF induce una
fosforilazione rapida e transiente dell’enzima, nel caso
del’'NGF la stimolazione di ERK ¢ bifasica, comprende
cioé una prima fase rapida di attivazione e una seconda
fase piu prolungata nel tempo. Studi recenti hanno dimo-
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strato che, mentre I'attivazione transiente di ERK dipende
dal pathway Ras/ERK, l'attivazione prolungata richiede
I’attivazione di un’altra GTPasi monometrica, Rap 1, che
nelle cellule PC12 é attivata dal solo NGE

Il caso delle cellule di feocromocitoma, dove una stimo-
lazione prolungata delle ERK si traduce in un segnale dif-
ferenziativo, non é pero un caso generale. In altri contesti
cellulari, come ad esempio i fibroblasti, una prolungata
attivazione delle ERK é responsabile degli effetti prolifera-
tivi dei fattori di crescita. Infatti, una attivazione transiente
delle ERK si osserva anche con sostanze che non stimolano
la divisione cellulare. Solo nel caso dei fattori di crescita,
al primo picco di attivita segue un secondo picco, meno
pronunciato ma piu lento, che dura fino a 6 ore dalla
stimolazione. Il contesto cellulare contribuisce quindi
anch’esso alla determinazione della risposta biologica.

Isoforme multiple dei componenti

della cascata delle MAPK

Nella cascata che porta all’attivazione delle MAPK sono
state descritte a ogni livello multiple isoforme delle diver-
se proteine coinvolte. Un esempio e quello delle MAPKKK
nella cascata di attivazione delle ERK, che comprendono
tra le altre le isoforme A-Raf, B-Raf, Raf-1, c-Mos, TPL2 e
MEKK1, ciascuna delle quali opera in diverse condizioni,
aumentando cosi la molteplicita e la specificita di azione
nei diversi contesti fisiologici.

Interazioni con proteine scaffold

Le proteine scaffold permettono la formazione di com-
plessi multimolecolari importanti per la regolazione
spaziale e temporale dell’attivita delle MAPK. Legandosi
alle diverse proteine che compongono la cascata, gli scaf-
fold sono innanzitutto in grado di mantenerle in stretta
associazione, favorendo in questo modo un’efficiente
propagazione del segnale. Inducono inoltre anche il re-
clutamento di altre proteine (sia proteine bersaglio che ad
attivita regolatoria) e stabilizzano le MAPK proteggendole
dall’'azione delle fosfatasi. Tra le proteine scaffold coin-
volte nella regolazione dell’attivita delle MAPK, una tra
le meglio caratterizzate ¢ KSR (Kinase Suppressor of Ras),
che puo legare Raf, MEK ed ERK (Figura 10.2). Mentre
MEK e costitutivamente associata a KSR, ERK si lega
solo in risposta a uno stimolo attivante. Il ruolo centrale
di KSR nella regolazione di ERK e stato dimostrato in
vitro e in vivo in diversi organismi. In particolare, la
comparsa di tumori cutanei indotta dall’espressione di
una forma mutata di Ras, e dipendente quindi dall’atti-
vazione del pathway Ras/ERK, & completamente inibita
in topi knockout per KSR. Questo risultato permette di
ipotizzare che le proteine scaffold possano rappresentare
un interessante bersaglio terapeutico per un approccio
innovativo al trattamento dei tumori.

Localizzazione subcellulare

| segnali primari che portano all’attivazione delle MAPK
sono tipicamente generati a livello della membrana cellu-
lare, dove sono presenti i recettori che ricevono gli stimoli
provenienti dall’ambiente esterno. Il citoplasma & invece
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la sede dove sono localizzati, in condizioni di riposo, i
diversi componenti della cascata. Dopo la stimolazione,
tutti modificano la loro localizzazione, direzionandosi
a diversi compartimenti cellulari, dove incontreranno i
substrati specifici per la determinazione dell’effetto fisio-
logico finale, appropriato allo stimolo ricevuto. Le ERK ad
esempio, in cellule a riposo, sono localizzate nel citopla-
sma, trattenute dal loro legame a proteine di ancoraggio.
Questo legame é reversibile e, infatti, dopo stimolazione
con un fattore di crescita, il 60-70% delle molecole di
ERK trasloca al nucleo dove puo svolgere il suo ruolo di
regolatore della trascrizione genica. E stato dimostrato che
il trasferimento di ERK al nucleo dipende dalla presenza
di una sequenza di traslocazione nucleare che, una volta
fosforilata in seguito all’attivazione dell’enzima, ne per-
mette I'interazione con la proteina importin7, che media
I'ingresso di ERK nel nucleo attraverso i pori nucleari.
Un ruolo importante nella localizzazione subcellulare del-
le MAPK e svolto anche dalle proteine scaffold, come ad
esempio la (3-arrestina. Questa proteina, oltre a regolare
I'attivita dei GPCR (vedi Capitolo 13), funziona anche
come scaffold in risposta alla stimolazione recettoriale
reclutando, accanto al recettore, anche Raf, MEK ed ERK.
Lassociazione con la P-arrestina previene la traslocazione
di ERK al nucleo, inibendo la sua attivita regolatoria
sulla trascrizione e favorendo invece l'interazione con le
proteine bersaglio citosoliche. Il controllo della localiz-
zazione subcellulare attraverso proteine scaffold & quindi
una strategia che la cellula puo utilizzare per regolare in
modo selettivo le risposte biologiche dipendenti dall’at-
tivazione delle MAPK.

Inibizione farmacologica delle MAPK

Il ruolo centrale delle MAPK nella regolazione di molte-
plici risposte cellulari fa di questi enzimi un interessante
bersaglio farmacologico, e negli ultimi anni sono state
sviluppate numerose molecole in grado di inibire selet-
tivamente i membri delle diverse famiglie. Ovviamente,
il campo di maggiore interesse & quello oncologico; ma,
data la giovane eta scientifica delle MAPK, Il'utilizzo di
gran parte dei farmaci a oggi disponibli & ancora limitato
al laboratorio, e solo per alcuni é iniziata la speriment-
azione clinica.

Ras/Raf/MEK/ERK

La cascata Ras/Ral/MEK/ERK ¢ la via di segnalazione piu
frequentemente alterata nei tumori umani. Mutazioni
attivanti a carico di Ras sono presenti in circa il 30% dei
tumori e, piu recentemente, sono state descritte muta-
zioni attivanti nel dominio chinasico di B-Raf nel 20%
circa dei tumori, con una percentuale che sale al 40% nei
melanomi (Figura 10.3). Queste mutazioni determinano
I'attivazione persistente di ERK1/2, che contribuisce cosi
in maniera non piu regolata alla crescita tumorale. Far-
maci inibitori della via delle ERK sono quindi candidati
come possibili agenti antitumorali.

Nel caso di Ras, nonostante un certo interesse iniziale
suscitato dagli inibitori della farnesiltransferasi, che im-
pediscono la sua localizzazione in membrana bloccando
la sua capacita di attivare le proteine effettrici, non sono
stati ancora identificati inibitori dotati di efficacia clinica.
Nel caso di ERK non sono disponibili inibitori diretti della
sua attivita, ma sono stati identificati diversi farmaci che
inibiscono selettivamente MEK, la chinasi responsabile
della sua fosforilazione e attivazione. Resta pero di difficile
valutazione il loro effetto sui tumori umani, in quanto i
promettenti risultati ottenuti nei modelli ammali non sono
stati confermati in diversi studi di fase | e Il dove si sono
osservate risposte sporadiche in un numero estremamente
limitato di pazienti. Attualmente, sono oggetto di studi di
fase | e/o Il alcuni nuovi inibitori di MEK (Tabella 10.1)
che risultano meglio tollerati e con minori effetti collaterali.
Piu promettenti sono invece i risultati ottenuti con gli
inibitori di Raf, anche se il sorafenib, approvato dalla
FDA (Food and Drug Administration) per il trattamento
del carcinoma renale ed epatocellulare, e inizialmente
sviluppato come inibitore di Raf, deve la sua attivita
biologica alla capacita di bloccare la formazione dei vasi
sanguigni del tumore, agendo su target cellulari diversi
da Raf. Buoni risultati nel trattamento del melanoma
sono stati recentemente ottenuti in fase | con PLX4032,
che inibisce esclusivamente la crescita delle cellule che
esprimono la pit comune mutazione attivante di B-Raf
(V600E). Questo suggerisce che presupposto necessario
alla risposta clinica sono le caratteristiche specifiche di
ciascun tumore, il cui contesto genetico va attentamente
valutato per pianificare una possibile terapia.

In futuro, nuovi farmaci antitumorali che interferiscono
con la cascata delle ERK potranno essere suggeriti dallo
studio delle “interazioni letali”, dall'identificazione cioé
di quei bersagli che, se assenti o mutati nella cellula gia
portatrice della mutazione di Ras, risultano letali per
la cellula che esprime entrambe le alterazioni. Questo
innovativo approccio ha permesso di individuare tra le
altre una relazione di letalita tra K-Ras e la proteina del
ciclo cellulare CDK4: in un modello di tumore polmonare
con K-Ras mutato, il contemporaneo silenziamento di
CDK4 cosi come il trattamento con farmaci inibitori della
chinasi ha bloccato la progressione del tumore.

Inibitori di MEK 1/2*

Farmaco Fase dello studio
AZD6244 Fase Il
GCD-0973 Fase 1

RDEA119 Fase I/l
GSK1120212 Fase I/l
AZD8330 Fase 1
R05126766 Fase 1

TAK-733 Fase 1
AS703026 Fase 1

* Sono riportati i farmaci inibitori di MEK 1/2 attualmente in fase di
valutazione in diversi trial clinici.



JNK

Gli studi con animali knockout hanno dimostrato che
ciascun enzima della famiglia delle INK possiede uni-
che e specifiche funzioni, il che suggerisce la necessita
di identificare farmaci il pit possibile selettivi per le
singole isoforme. Disporre ad esempio di un inibitore
specifico per INK3 potrebbe aprire interessanti prospet-
tive terapeutiche nel trattamento dell’ischemia cerebrale,
mentre un inibitore di JINK1 potrebbe essere utile per
la prevenzione del diabete di tipo 2. Nonostante alcuni
promettenti risultati in modelli preclinici di ischemia e di
diabete, risultati clinici significativi non sono stati tuttavia
ancora ottenuti con i farmaci inibitori delleJNK. Accanto
ai farmaci piu tradizionali che agiscono come competitori
nel legame dell’ATP al sito attivo della chinasi, e stata
recentemente sviluppata una nuova classe di farmaci
disegnati sulla sequenza minima inibitoria della proteina
JIP1, una proteina scaffold che inibisce l'attivita di INK.
Il capostipite di questa nuova classe di farmaci, il peptide
D-JNKI-1, ha mostrato, sia a livello neuronaie che non
neuronaie, un interessante potenziale terapeutico, anche
se limitato per ora a studi in vitro e a modelli animali.

TAKE HOME MESSAGE
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p38

Il coinvolgimento di p38 nella produzione di citochi-
ne pro-inflammatorie, e quindi nella patogenesi delle
malattie infiammatorie croniche, ha determinato lo
sviluppo di numerosi farmaci inibitori della sua attivita.
Nonostante la loro efficacia in diversi modelli animali di
artrite reumatoide (AR), i risultati ottenuti nei trial clinici
sono stati perd molto modesti. Il loro sviluppo é stato
fortemente limitato anche dalla comparsa di seri problemi
tossicologici, soprattutto a livello epatico, al punto che
nessuno dei circa 22 inibitori di p38 testati in fase | e
Il ha raggiunto la fase Ill. Anche i farmaci piu recenti,
pur dotati di minore tossicita, non hanno dato i risultati
sperati nel trattamento dell’AR in diversi trial clinici. Tra
questi farmaci, ARRY-797 si ¢ dimostrato molto efficace
nel ridurre il dolore dentale postoperatorio, aprendo
quindi nuove prospettive di sviluppo per gli inibitori di
p38 come farmaci analgesici.

Le MAPK svolgono un ruolo cruciale nella regolazione di un gran numero di processi
cellulari, che comprendono tra gli altri la proliferazione, il differenziamento, la
sopravvivenza cellulare, la plasticita neuronaie.

Negli ultimi anni I'impiego di animali knockout per le diverse MAPK ha permesso di
identificare con sempre maggiore chiarezza il ruolo centrale delle singole proteine in

numerosi processi fisiologici e patologici.

La pleiotropia degli effetti biologici conseguenti alla loro attivazione fa delle MAPK
un importante bersaglio per lo sviluppo di farmaci innovativi per il trattamento di
importanti patologie umane, quali ad esempio i tumori e le malattie infammatorie

croniche.
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Aspetti integrati della trasduzione
intracellulare dei segnali recettoriall

Jacopo Meldolesi

Obiettivi formativi

Comprendere che in vivo I'omeostasi delle cellule & regolata dall'attivita simultanea di molteplici
recettori le cui segnalazioni spesso si influenzano reciprocamente (cross talk)

Tenere presente come ogni intervento farmacologico indirizzato a recettori o a cascate intracellulari di
segnalazione possa influenzare I'omeostasi della cellula non solo a livello del suo settore specifico ma

anche in termini complessivi

Ricordare che gli effetti dei farmaci indirizzati a recettori, anche se talvolta inattesi o apparentemente
incongrui, dipendono comunque molto spesso da meccanismi specifici della trasduzione, che nel caso
di molti recettori sono molteplici e possono variare da cellula a cellula

Nella tradizione della Farmacologia recettoriale la segnala-
zione indotta dall’attivazione dei vari gruppi di recettori &
inevitabilmente trattata in capitoli diversi che sottolineano
la specificita della trasduzione e le caratteristiche distinte
dei vari processi considerati di maggiore interesse, quali
la rapidita per i canali, la molteplicita di segnalazione per
i recettori accoppiati alle G proteine (GPCRs), la lentezza
per quelli che inducono modifiche della proliferazione
cellulare o dell’espressione genica. Naturalmente tutte
queste caratteristiche dei recettori sono corrette. Esse pero
non prendono in considerazione le molteplici eccezioni
che esistono a questa classificazione e non illustrano I'in-
tero significato trasduttivo e fisiologico dei vari recettori.
Intendiamo riconsiderare questi problemi cercando di
metterci da un punto di vista pitu complessivo, cercando
cioé di mostrare quello che succede realmente in una
cellula che, esprimendo numerosi recettori, & sottoposta
a un continuo “bombardamento”, seppure di intensita
variabile, da parte dei loro agonisti. Data la complessita
del problema, il nostro quadro non potra essere comple-
to, in particolare non potra tenere conto delle differenze
pressoché infinite che esistono tra le cellule in tema di
segnalazione. Queste differenze sono dovute soprattutto
alle lunghe strade (le cosiddette cascate) che, partendo
dall’attivazione recettoriale, conducono fino alle risposte
funzionali. Ci limiteremo ad ampliare il quadro della pre-
sentazione, passando dall’approccio focalizzato sulle cose
piu frequenti, tipico della ricerca biomedica, a una visione
piu integrata sostenuta da specifici esempi.

Dualismo recettoriale nucleo/citoplasma

Da sempre sappiamo che singoli agonisti possono avere
effetti diversi non solo quando attivano recettori diversi,
magari nella stessa cellula (ad esempio, recettori ae (5
adrenergici nella muscolatura liscia vasale), o quando atti-
vano recettori simili, se non uguali, in cellule diverse (ad
esempio, recettori  nel cuore e nei vasi). Eeterogeneita
puo includere recettori di tipo diverso. Che I'acetilcolina,
la serotonina, il glutammato o il GABA possano attivare
sia canali che GPCRs €& ben noto. Si tratta comunque in
tutti i casi di recettori di superficie. Sembrava invece che
singoli agonisti non potessero attivare sia recettori di su-
perficie che recettori nucleari che funzionano da fattori
di trascrizione. Questa “chiusura”sembra ormai caduta. Il
caso piu solido & quello dei recettori degli steroidi, attivati
dal legame con i loro ormoni idrofobici o nel citoplasma
o direttamente nel nucleo delle cellule dove funzionano
come fattori di trascrizione (vedi Capitoli 6 e 20). Un
meccanismo d’azione trascrizionale richiede tempo, sia
perché deve essere trasdotto in termini di sintesi proteica,
sia perché il suo effetto diviene apprezzabile solo quando
I'aumento o la diminuzione della sintesi hanno modificato
significativamente il livello delle proteine bersaglio. Ep-
pure non solo moltissimi risultati, ottenuti gia agli albori
della endocrinologia molecolare, ma anche la pratica
clinica avevano dimostrato che, accanto alle classiche
risposte trascrizionali tardive, esistono risposte rapide
agli steroidi che coinvolgono vari meccanismi trasducivi,
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quali il Ca2+ tirosin kinasi (come Srk), treonina/serina
kinasi (come le MAP kinasi) e altri. Oggi si sa che questi
risultati dipendono da recettori extranucleari localizzati,
almeno in parte, a livello della membrana piasmatica. La
natura di questi recettori & discussa. Alcuni ritengono
che possa trattarsi di GPCRs, altri che si tratti degli stessi
recettori nucleari che, dopo essere stati palmitoilati, sono
indirizzati ai rafts della membrana piasmatica. In questo
caso i recettori legherebbero i loro ormoni alla faccia
citosolica della membrana, attivando una trasduzione
rapida, diversa da quella classica, impossibile nell’am-
biente nucleare. Questo dualismo non sembra specifico
degli steroidi. Al contrario cominciano a emergere esempi
di dualismo “in senso inverso”. Vari agonisti recettoriali
idrofobici, come le prostaglandine (vedi Capitolo 44) e
gli endocannabinoidi (vedi Capitolo 42), sono noti finora
per attivare GPCR di superficie. In questi casi, pero, co-
mincia a essere riportata l'esistenza, accanto ai GPCR che
predominano, anche di recettori nucleari trascrizionali.

Nel complesso, il dualismo recettoriale nucleo/superficie
potrebbe sembrare non cosi diverso dalla trasduzione di
molti recettori di superficie che finiscono per modificare
la trascrizione attraverso la generazione di secondi mes-
saggeri. Lesempio migliore & forse quello dei fattori di
crescita a tirosina kinasi (vedi Capitolo 14) che, oltre a
molteplici segnali citoplasmatici, fosforilano i fattori di
trascrizione STAT che cosi si ridistribuiscono e funzio-
nano nel nucleo. Nel caso della famiglia del TGF(3, che
sono serina/treonina chinasi, la trasduzione si riteneva
avvenisse soltanto attraverso la fosforilazione un altro
gruppo di fattori di crescita, gli Smads. Negli ultimi anni,
pero, a questa trasduzione se ne sono aggiunte anche
altre, tipiche dei fattori di crescita: MAP chinasi, Rho, P13
chinasi. Infine la trascrizione é regolata anche da recettori
che agiscono via classici secondi messaggeri: CAMP (vedi
Capitolo 13) o Ca2+(vedi Capitolo 8), oppure attraverso
MAP chinasi (vedi Capitolo 10) ecc. Nel caso del dualismo
recettoriale nucleo/superficie, pero, l'attivazione avviene
direttamente e contemporaneamente su due recettori
distinti, senza interposizione di messaggeri trasduttivi e
quindi con proprieta almeno concettualmente diverse.

Eterogeneita
dell'assemblaggio recettoriale

Leterogeneita delle riposte pud dipendere anche dall’as-
semblaggio recettoriale. Prendiamo ad esempio p75NIR
il primo recettore identificato per le neurotrofine (NGF e
altre), espresso soprattutto da neuroni e cellule neuroen-
docrine (vedi CD: Approfondimento 11.1. Le neurotrofine').
p75NIRappartiene alla superfamiglia dei recettori del TNE
Come loro passa la membrana solo una volta e non ha
attivita enzimatica. Per la sua struttura e dopo interazione
con un co-recettore, la sortilina, il p75NIR funziona come
un recettore di morte. Pero nelle cellule che co-esprimono
anche uno o piu recettori ad alta affinita delle neurotro-
fine, quelli forniti di tirosinchinasi detti Trk, p75NIR si
lega preferenzialmente a questi ultimi e funziona come un

modulatore positivo dell’effetto neurotrofico, contribuisce
cioé a indurre la sopravvivenza e il differenziamento delle
cellule nervose. Nel caso del p75NIR quindi, la specificita
di funzione non é fissa. Al contrario, I'interazione con co-
recettori diversi puo indurre effetti opposti. Fisiologica-
mente essi sono entrambi importanti, in momenti diversi,
per il sistema nervoso, ma possono diventare critici nel
corso di patologie. Recentemente si & scoperto che il
recettore p75NIR/sortilina e attivato soprattutto dai pre-
cursori delle neurotrofine, il p75NIR/trk dalle neurotrofine
mature. La cellula che libera I’agonista sceglie quindi il
destino del suo bersaglio, vita o morte, procedendo o me-
no alla maturazione delle sue neurotrofine. Il complesso
proNGF/p75NIR/sortilina, poiché sembra accumularsi nel
corso di processi neurodegenerativi, viene oggi studiato
come bersaglio di una terapia innovativa delle malattie
di Parkinson e di Alzheimer.

Leterogeneita di assemblaggio/risposta non ¢ una bizzar-
ria del p75NIRe delle cellule nervose. Risultati analoghi
sono stati ottenuti, in cellule non nervose, con classici
recettori delle citochine (vedi Capitolo 15), ad esempio
con TNFR1, capace di indurre morte o sopravvivenza
a seconda della proteina trasduttiva (TRAF2 o FADD)
legata in seguito alla sua stimolazione. Un caso parti-
colare & quello di Wnt, una glicoproteina che agisce
tramite GPCRs recettori denominati frizzled, di grande
importanza durante lo sviluppo, che mantiene pero
ruoli essenziali anche nella fisiologia e nella patologia
di vari organi, compresi il cervello e il cuore (vedi CD:
Approfondimento 11.2. Wnt e Hedgehog come possibili
bersagli difarmaci). Fino a poco tempo fa la complessita
di segnalazione di Wnt, che include una via cosiddetta
canonica basata sull’attivazione della trascrizione dipen-
dente dalla (3-catenina e almeno due vie non canoniche,
veniva attribuita alla molteplicita di ligandi e dei recet-
tori. Oggi e chiaro che effetti canonici e non canonici
di Wnt, i primi mediati da un complesso specifico
associato a frizzled, che va incontro a endocitosi, gli
altri da G proteine trimeriche o piccole GTPasi, possono
essere indotti anche dall’attivazione di singoli recettori
attraverso il coinvolgimento di complessi trasduttivi
molteplici (vedi CD: Approfondimento 11.2).

Le cascate dei segnali trasduttivi dipendono
I spesso dalla collaborazione (cross talk)

o dalla complementazione tra recettori

In vivo le cellule ricevono un continuo bombardamento
di segnali di intensita diversa, da quelli subliminali o
deboli fino a quelli forti. In base a questi segnali le cellule
elaborano le loro risposte e inoltre riaggiustano conti-
nuamente il loro patrimonio recettoriale. In condizioni
fisiologiche la maggior parte delle risposte non & dovuta
all’attivazione di un singolo recettore ma all’interazione
tra recettori diversi, attivati contemporaneamente. Lin-
terazione tra recettori contribuisce in modo significativo
alla segnalazione complessiva e inoltre gioca un ruolo
importante a livello di espressione genica. Questa “col-
laborazione” tra recettori viene comunemente definita
cross talk. Per avere un’idea della situazione basta pensare
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alla trasduzione dei GPCR, dalla loro dimerizzazione
omologa o eterologa fino alla loro fosforilazione da parte
delle GRK, l'interazione con l’arrestina ecc., tutti eventi
comuni a molti recettori e quindi possibili bersagli della
loro cross-talk. Altri esempi importanti sono le fosforila-
zioni di recettori da parte di chinasi, come PKA, CAMK
Il, PKC, attivate dalla trasduzione di altri recettori; il
potenziamento nel cuore dei canali del Ca2+ voltaggio
dipendenti di tipo L da parte della PKA, attraverso cui il
recettore P-adrenergico aumenta la [Ca2+]j e collabora cosi
con il recettore al che libera il Ca2+dal reticolo; oppure
la collaborazione tra recettori degli steroidi associati con
la membrana piasmatica e recettori di fattori di crescita,
che si realizza via tirosina chinasi Srk. Un ultimo esempio
e quello dei due tipi di recettori glutammatergici, i GPCRs
che agiscono attraverso l'attivazione dell’idrolisi del PIP2 e
i canali, nella fattispecie il recettore NMDA che aumenta
I'influsso di Ca2+ Nelle spine postsinaptiche e concentrata
una proteina, la neurogranina, che lega e tiene inattiva la
calmodulina. Lattivazione della PKC che segue l'attivazione
dei GPCR glutammatergici induce una fosforilazione della
neurogranina con conseguente liberazione della calmo-
dulina che, in presenza di alta [Ca2+t conseguente all’at-
tivazione dei recettori NMDA, induce l'attivazione della
CAMK II, contribuendo in modo essenziale all'instaurarsi
del potenziamento a lungo termine. Naturalmente la cross
talk partecipa anche alle risposte da farmaci che, attraverso
il blocco o la stimolazione di singoli recettori, modificano
anche la segnalazione in corso da parte di altri recettori
“collaboranti”.

Nel caso di risposte recettoriali che richiedono tempi
lunghi, risultato di complesse cascate di segnalazione, le
interazioni tra i processi trasduttivi possono essere assai
complesse. Come esempio consideriamo il differenzia-
mento delle cellule nervose, studiato il piu spesso, ma
non solo, in una linea cellulare chiamata PC12, simile alle
cellule cromaffini della midollare del surrene. Da oltre
40 anni la neurotrofina NGF (vedi cD: Approfondimento
11.1) viene usata per indurre il differenziamento simil-
neuronale delle PC12. Questo differenziamento consiste
nella crescita di diversi neuriti (che in queste cellule, a
differenza dei neuroni, non si trasformano poi in assoni
e dendriti), nel blocco della proliferazione, nell’laumento
del volume cellulare, dei canali voltaggio dipendenti, di
recettori e di altre proteine neurospecifiche; nell’'aumento
numerico delle vescicole neuroendocrine, sia chiare che
e a contenuto denso. Questo cambiamento fenotipico,
che puo essere indotto anche da altre neurotrofine,
richiede tempo: diviene apprezzabile dopo 12-24 ore e
si completa in 3-4 giorni. Invece vari fattori di crescita
come I'EGF, che pure sono anch’essi attivatori di recet-
tori a tirosinchinasi come le neurotrofine, hanno effetto
il piu spesso opposto, stimolano cioe la proliferazione.
Sorprendentemente, I'attivazione di chinasi come Srk, o
di GTPasi come Ras, rinforzano entrambe le riposte, sia
quella proliferative da EGF che quella differenziativa da
NGF La risposta differenziativa non & specifica solo delle
neurotrofine. Puo essere indotta anche dall’attivazione di
proteine di adesione, come L1CAM, oppure da peptidi

Capitolo n

della famiglia della secretina, quali il peptide intestinale
vasoattivo (VIP) e soprattutto il peptide dell'ipofisi che
attiva l’adenilato ciclasi (PACAP), i cui recettori sono
accoppiati all’adenilato ciclasi. Agonisti di altri recettori
con lo stesso accoppiamento, oppure la semplice attiva-
zione della proteinchinasi A non inducono invece alcun
effetto differenziativo.

Per spiegare risultati apparentemente cosi contraddittori
bisogna ampliare un po’ il nostro angolo di interpretazio-
ne. Il differenziamento dipende dall'integrazione di una
serie di processi. La crescita dei neuriti, cosi come (nei
neuroni) la crescita degli assoni, richiede I'aumento della
superficie cellulare, sostenuto dalla esocitosi di specifiche
vescicole non-secretive, associata alla riorganizzazione del
citoscheletro, all’laumento di canali, recettori ecc. Tutto
questo & dovuto alla trascrizione di numerosi geni. Per
stimolare in modo integrato risposte di questo tipo sono
necessarie, da un lato, cellule come quelle nervose fomite,
almeno potenzialmente, di vescicole e di meccanismi ap-
propriati per la dinamica del citoscheletro nonché di una
adeguata pianificazione dell’espressione genica; dall’altro
lato, risposte recettoriali adeguate in termini sia qualitativi
che quantitativi. Ad esempio, la fosforilazione in tirosina
di TrkA, e i conseguenti segnali indotti da NGF, prolungati
assai piu di quelli da EGF, sono necessari per attivare le
piccole GTPasi Rad e cdc42 necessarie per l'esocitosi
e per la riorganizzazione del citoscheletro. PACAP deve
attivare, in modo indipendente dalla PKA, una piccola
GTPasi diversa da Ras, Rit, attraverso cui diviene possi-
bile Fazione di diverse MAPKs a livello nucleare. NGF e
PACAP non inducono differenziamenti identici. Le PC 12
trattate con NGF mostrano infatti piu neuriti, quelle trat-
tate con PACAP piu vescicole dense. Quindi i due agenti,
funzionando attraverso cascate di segnalazione diverse,
hanno entrambi un effetto differenziativo, che pero
presenta aspetti di almeno potenziale complementarieta.

Un quadro trasduttivo complessivo:
da GSK3 ad AKT e mTOR

A questo punto, invece di presentare una singola cascata
di segnali, come viene spesso fatto, ricostruiremo un
quadro complessivo che include varie cascate. Nella re-
alta della cellula, infatti, queste cascate non funzionano
separatamente ma sono strettamente integrate tra loro. Il
quadro e di fondamentale importanza tanto fisiologica
che patologica e farmacologica dato che governa un gran
numero di funzioni chiave, essenziali in tutte le cellule:
ciclo cellulare, proliferazione, differenziamento, apoptosi,
sopravvivenza cellulare, metabolismo, migrazione ecc. In
termini di patologia il quadro & importante per tumori,
inflammazione, neurodegenerazione ecc. Le tre proteine
GSK3, AKT e mTOR sono tutte serina/treonina chinasi,
caratterizzate pero da proprieta diverse. GSK3, a differenza
di molte altre chinasi, agisce in modo costitutivo, cioe non
¢ attivata, ma piuttosto é inibita dalla stimolazione cellu-
lare. Le fosforilazioni dei suoi bersagli, quindi, tendono a
mantenerli inattivi. AKT (altrimenti detta proteinchinasi B,
PKB) e uno snodo chiave della cascata dei fattori di cresci-
ta e, inoltre, governa segnali che originano da proteine di
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adesione, recettori di citochine e anche da GPCR. mTOR si
integra in due complessi distinti, mMTORCI ed mTORCZ2,
attraverso cui induce effetti diversi, quali la crescita e il
differenziamento cellulare (Figura 11.1).

Nattivazione di AKT avviene tramite la generazione del
fosfatidilinositolo 3,4,5-trisfosfato (PIP3) da parte della
P13 chinasi e la successiva fosforilazione da parte della
chinasil dipendente da fosfoinositidi (PDK1). Una volta
attivata, AKT fosforila un gran numero di bersagli, molti
dei quali di grande importanza (ad esempio: Bad e caspasi
9 per bloccare I'apoptosi; trasportatori del glucosio; fattori
di trascrizione come CREB; enzimi del metabolismo ecc.).
Qui ci focalizzeremo sull’inibizione, da parte di AKT, di
due proteine chiave: GSK3 e TSC2. GSK3 & una chinasi
costitutivamente attiva inibita da almeno 3 vie importanti:
da AKT, MAP chinasi e (attraverso la stimolazione della sua
endocitosi; vedi CD: Approfondimento 11.2) dishvelled, il
messaggero della via canonica di Wnt. ~inibizione di GSK3
diminuisce il turnover di una proteina multifunzionale di
grande importanza, la P-catenina, che cosi, oltre che nel
citoplasma (giunzioni) si puo accumulare nel nucleo dove
induce la trascrizione di numerosi geni tra cui alcuni onco-
geni, come cMyc e ciclina DI (vedi CD: Approfondimento
11.2). TSC2 (accoppiato con TSC1) e una GAP che, a sua
volta, inibisce una piccola GTPasi chiamata Rheb, il fisiolo-
gico attivatore di mTORCI. Quindi se AKT ¢ attivata sara
attivo anche mTORCI, in grado, tra I'altro, di stimolare la
sintesi proteica. Questo risultato, insieme all’espressione
degli oncogeni indotta dalla P-catenina, stimolera la pro-
liferazione cellulare. Al contrario, se TSC2 sara attivato,
esso indurra, oltre che l'inibizione di mTORCI, anche
I'attivazione di GSK3, con conseguente riduzione della
P-catenina nel nucleo, nonché I'attivazione del secondo
mTORC, mTORC2, con conseguente differenziamento
cellulare dipendente sia da processi citoplasmatici (mediati
da piccole GTPasi, come Rac) che da fattori di trascrizione
come il Forkhead box O (FOXO) (Figura 11.1).

Figura 11.1

Prospettive di sviluppo
di nuovi farmaci e nuove terapie

Sono stati illustrati alcuni esempi che documentano come
le basi della Farmacologia recettoriale siano piti complesse
di quanto spesso si dica, almeno a livello didattico. Da un
punto di vista scientifico i nostri esempi, e i moltissimi
altri che si potrebbero fare, aprono certamente interessanti
prospettive. Tra queste esistono anche le prospettive per lo
sviluppo di nuovi farmaci, O per I'associazione tra farmaci,
interessanti da un punto di vista terapeutico. Lo stato
attuale della ricerca, oggi molto attiva, e i considerevoli
investimenti gia fatti O attesi nel prossimo futuro, non
lasciano dubbi in proposito. Come al solito, prospettive
di questo tipo richiedono una approfondita elaborazione,
sia concettuale che operativa, a partire da idee originali
nate dai risultati della ricerca di base. Consideriamo alcuni
possibili sviluppi.

Il mistero del p75NIR capace di indurre due effetti oppo-
sti, l'apoptosi O la sopravvivenza delle cellule nervose, &
stato spiegato in due tempi, dimostrando dapprima il suo
assemblaggio differenziale (con la sortilina nel primo caso,
con i recettori Trk nel secondo), successivamente la sua
diversa specificita di attivazione (con i precursori delle
neurotrofine nel primo caso, con le neurotrofine mature nel
secondo). Subito dopo é stato dimostrato che, nella malat-
tia di Alzheimer, il p75NIRé legato soprattutto alla sortilina
e contribuisce alla neurodegenerazione, almeno in alcune
aree del cervello. Da qui é nata una prospettiva. Mentre la
possibilita di un intervento contro la sortilina, una proteina
abbondante, distribuita in diversi compartimenti intracel-
lulari, non sembrava fattibile, lo sviluppo di farmaci anti-
precursori & al momento preso in seria considerazione. E
troppo presto per fare previsioni. E certamente vero, pero,
che la farmacologia delle malattie neurodegenerative in
generale, e dell’Alzheimer in particolare, ha grande bisogno
di sviluppi, e questo potrebbe essere uno.

Quadro semplificato della segnalazione dei fattori di crescita attraverso la cascata della PI3 chinasi-AKT.
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Passiamo alla rete di segnalazione. La reinterpretazione
della cascata di segnali dei fattori di crescita, con il ruo-
lo fondamentale di AKT e di mTOR, aveva gia attratto
grande interesse. In realta TOR & un acronimo (Target Of
Rapamycin) che dimostra il coinvolgimento precoce della
Farmacologia in questi studi. La prospettiva era quella
di usare la rapamicina, i suoi analoghi e altri farmaci di
questo tipo come antitumorali. | risultati hanno ridimen-
sionato notevolmente le aspettative. | farmaci di questo
tipo, infatti, funzionano ma non sono risolutivi se non
in pochi casi. Oggi l'interesse maggiore & per utilizzare
I'esperienza fatta finora attraverso lo sviluppo di speci-
fiche associazioni con effetto sinergico. Una di queste
associazioni, quella tra rapamicina e bloccanti della PI3
chinasi, € al momento in avanzata fase di studio.

GSK3 e uno dei bersagli di massimo interesse. Lidentifi-
cazione di farmaci specifici, capaci di modulare I'attivita
di una chinasi come questa, costitutiva e coinvolta in
patologie importantissime, avrebbe certamente un grande
successo. Tra l'altro, GSI<3 e ora riconosciuta avere un
ruolo chiave nel diabete di tipo 2. Al momento, pero, nes-
suno é ancora riuscito a dissociare I'effetto della chinasi
sulla secrezione diinsulina da quello sulla proliferazione
cellulare. Molti farmaci sono comunque gia nelle diverse
fasi di valutazione.

Infine, ancora sui tumori. Qui esiste un grande interesse
per Wnt e per un altro sistema che condivide con Wnt
interessanti aspetti di segnalazione, quello di Hedgehog
(discusso brevemente nel CD: Approfondimento 11.2).
Inizialmente i due sistemi sono stati studiati da embrio-
logi molecolari (Hedgehog in drosofila), oggi si sa come
i loro messaggeri nucleari governino I’espressione di
oncogeni e partecipino allo sviluppo di tumori impor-
tantissimi. Anche qui é in corso un intenso lavoro, che
al momento appare assai promettente, per sviluppare
farmaci e riconoscere possibili associazioni virtuose.

La logica della segnalazione & quella del controllo attra-
verso feedback loops attivati nelle reti di segnalazione.

TAKE HOME MESSAGE

Capitolo 11

Lattivazione dei recettori per i fattori di crescita (GFR)
induce l'attivazione di convertitori (IRS per il recettore
dell’insulina, GRAB2 e Shick per quello del’EGF ecc.), e
questo attiva la chinasi (PI13K) (attivata anche da recetto-
riaccoppiati a G-Proteine (GPCR) via IP3/Ca2+) che pro-
voca la formazione di fosfatidii inositolo-3,4,5 trisfosfato
e la conseguente attivazione di AKT. Questa chinasi agisce
come uno snodo inibitorio che agisce sulla GAP TSC2, la
piccola GTPasi Rad e la GSK3, il bersaglio di Wnt (non
compare nella figura). Ciascuna di queste vie inibite da
AKT regola segnali o effetti di grande importanza. TSC2
inibisce MTORCI e quindi la S6 chinasi, che controlla con
altri enzimi la sintesi proteica e quindi la proliferazione
cellulare. Inoltre TSC2 attiva mTORC2 che, oltre a pro-
muovere il differenziamento cellulare (attraverso l'attiva-
zione della trascrizione, non compare nella figura) a sua
volta attiva AKT e le piccole GTPasi Rad e cdc42. Queste
ultime controllano il fenotipo della cellula agendo sia sul
citoscheletro che sul traffico di membrane intracellulari
alla membrana piasmatica. Un altro bersaglio attivato da
TSC2 & GSK3 che (tra l'altro) aumenta il turnover della
(3-catenina ((3-cat), un altro stimolatore della proliferazio-
ne, in questo caso attraverso la trascrizione di oncogeni
come cMyc e la ciclina D 1. Infine la S6 chinasi esercita una
inibizione per feed-back a livello di convertitori dei recet-
tori. Feedback loops compaiono almeno a 3 livelli: AKT/
TSC2/mTORC2/Racl; AKT/TSC2/GSK3; convertitore fino
a S6 chinasi e indietro. Conseguenza di tutto questo ¢ lo
straordinario controllo della segnalazione. Ad esempio,
sottolineiamo che l'attivazione di AKT da parte dei fattori
di crescita provoca inibizione di TSC2 con conseguente
attivazione di mTORCI e inibizione di mTORC2 e GSK3
con conseguente stimolazione della proliferazione e I'ini-
bizione del differenziamento, che invece prevale quando
il tono dei fattori di crescita diminuisce. D’altro canto I'at-
tivazione di mTORCI segnala anche (tramite S6 chinasi)
Iinibizione per feed-back del convertitore del recettore
dei fattori di crescita che attenua il tono di questi ultimi.

Gli effetti indotti dalla attivazione di specifici recettori possono essere diversi in
cellule o in condizioni diverse a seconda del sistema traduttivo disponibile per la

loro segnalazione.

Nel caso di agonisti idrofobici la molteplicita dei recettori pud includere anche
recettori di superficie che agiscono attraverso secondi messaggeri e recettori
intracellulari che agiscono attraverso la trascrizione di specifici geni, con induzione
contemporanea di effetti rapidi e di effetti ritardati e persistenti.

Soprattutto in chemioterapia della proliferazione cellulare, interventi molteplici
indirizzati a livello di siti strategici di cascate di segnalazione importanti possono
indurre interessanti effetti terapeutici sinergici.
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recettori-canale

Cecilia Cotti, Francesco Clementi

Obiettivi formativi

Acquisire conoscenze sulla struttura delle quattro diverse famiglie di canali ionici aperti da ligando

Acquisire conoscenze sulla relazione struttura-funzione delle quattro principali famiglie di canali ionici

Evidenziare la struttura molecolare e i meccanismi di attivazione attraverso i quali i ligandi attivano i

recettori e le vie di segnalazione intracellulare

Conoscere i meccanismi di attivazione ortosterica e allosterica di queste classi di recettori

Acquisire le basi per comprendere il meccanismo d'azione di farmaci che agiscono su questa classe di

recettori

Discutere il razionale grazie al quale alcuni specifici recettori rappresentano bersagli farmacologici innovativi

per lo sviluppo di nuove terapie per malattie umane

| recettori-canale sono canali ionici la cui apertura &

modulata dall’interazione con specifici trasmettitori

endogeni. A seguito del legame, il recettore cambia
transitoriamente di conformazione aprendo un canale
transmembranario intrinseco nella sua struttura. Gli ioni,

spinti dal gradiente elettrochimico, passano attraverso il

canale, determinano una variazione del potenziale elet-

trico di membrana e/o I’attivazione di vie di segnalazione
intracellulare, dando cosi inizio alla risposta cellulare
dovuta all’attivazione del recettore.

| recettori-canale sono tra i recettori piu antichi com-

parsi nell’evoluzione, sono presenti in batteri e piante e

hanno subito nel tempo meno trasformazioni riguardo

alla struttura e alla funzione (vedi CD: Approfondimento

12.1. Evoluzione dei recettori Cys-loop).

A gquesta famiglia appartengono alcuni dei recettori per

neurotrasmettitori classici ad ampia diffusione nel sistema

nervoso centrale e periferico, come acetilcolina (ACh),

GABA, glicina, glutammato e serotonina, i recettori attivati

dai nucleotidi ciclici cGMP e cAMP e i recettori dellATP.

| recettori-canale sono oligomeri formati da 3, 4 o 5 su-

bunita e, sulla base della topologia delle subunita che li

compongono, si possono suddividere in quattro classi:

1. recettori appartenenti alla superfamiglia dei recettori
Cys-loop (recettori nicotinici muscolare e neuronaie,
recettore del GABA (GABAa), della glicina e una sot-
toclasse di recettori della serotonina (5-HT3);

2. recettori ionotropici del glutammato (recettori NMDA,
AMPA e kainato);

3. recettori aperti da nucleotidi ciclicici (recettori cCAMP
e cGMP);

4. recettori ionotropici dell’ATP (recettori P2X).

Sulla base della carica ionica che passa attraverso il ca-
nale aperto dall’interazione con il ligando (neurotrasmet-
titore O nucleotide), i recettori-canale possono indurre
depolarizzazione O iperpolarizzazione (Tabella 12.1) e
mediare rispettivamente eventi eccitatori O inibitori.

Distribuzione tessutale e subcellulare
dei recettori-canale

Diversi recettori-canale sono localizzati
a livello sinaptico

Quasi tutti i tipi cellulari esprimono recettori-canale,
tuttavia essi sono presenti in maggior quantita e varieta
nelle cellule nervose. Nei neuroni, i recettori-canale pos-
sono localizzarsi a livello presinaptico O postsinaptico, a
livello del corpo cellulare o delle spine dendritiche, in re-
gioni funzionalmente corrispondenti ai tratti apicali della
membrana postsinaptica della giunzione neuromuscolare.
Per una corretta funzionalita sinaptica sono indispensa-
bili il reclutamento e il mantenimento dei recettori-canale



Le classi recettoriali

~ A~ N3 1  Recettori-canale e loro subunita clonate
Recettori Sigla Trasmettitore Subunita clonate
Recettori permeabili Recettore nicotinico muscolare AChR Acetilcolina a, p,y 6 e
a cationi
Recettore nicotinico neuronaie nAChR Acetilcolina <*2.10. P2-4
Recettori glutammatergici AMPAR - KAR Amminoacidi GluAi4- GIuKj-5- Giu N I-
ionotropi NMDAR eccitatori Giu N2a-d - GluN3a, b
Recettore serotoninergico 5-HT3 Serotonina 5-HT3Ac
Recettore purinergico pP2X ATP P2X,.7
Recettori aperti dai nucleotidi CNG CAMP e cGMP CNCAm -CNCBu
ciclici
Recettori permeabili Recettore GABAergico GABAa GABA cti6- P1-3-Y1-3- 6, ¢ ir, 6- p,.3
ad anioni
Recettore glicinergico Gly-R Glicina «13-P

ai siti postsinaptici e questa specifica localizzazione &
dovuta principalmente all’interazione dei recettori con
un gruppo di proteine che formano un’impalcatura
intracellulare che serve sia per I’ancoraggio dei recettori
che per la loro corretta segnalazione intracellulare. La
proteina rapsina, associata al recettore nicotinico mu-
scolare, e indispensabile per la corretta aggregazione e
localizzazione di questo alle sinapsi colinergiche neuro-
muscolari. Questa interazione permette infatti un'espres-
sione ad alta densita (10.000 molecole/pm2), all’apice
delle pieghe della membrana postsinaptica, del recettore
nicotinico muscolare e questa posizione strategica (il
recettore e situato proprio di fronte ai siti di rilascio del
neurotrasmettitore) & fondamentale per I'efficienza della
trasmissione sinaptica. Alterazioni del posizionamento
delle molecole recettoriali, come si hanno nella miaste-
nia grave, partecipano a creare il difetto di trasmissione
sinaptica tipico di questa malattia.

Nelle sinapsi inibitorie del cervello e del midollo spinale
la presenza della proteina geferina é indispensabile per
lI'aggregazione, la localizzazione e la funzionalita dei recet-
tori della glicina e di alcuni sottotipi di recettori GABAa-
Nella sinapsi glutammatergica, l'organizzazione della
densita postsinaptica & piu complessa e nella stessa sinapsi
possono essere presenti sottotipi diversi di recettori del
glutammato associati direttamente o indirettamente a un
complesso di proteine di ancoraggio, impalcatura, segna-
lazione e del citoscheletro (vedi Capitoli 6 e 38). Lattivita
elettrica del neurone e/o l'attivazione di specifici sottotipi
di recettore del glutammato regolano inoltre la trasloca-
zione nella membrana postsinaptica di sottotipi diversi di
recettore, modulando quindi la funzionalita della sinapsi.
La precisa localizzazione e l'alta densita che si hanno
in sede postsinaptica sono quindi dovute alla presenza
di proteine specifiche associate ai recettori che sono in
grado di interagire con il citoscheletro sottostante la
membrana postsinaptica (Figura 12.1). E importante
perd notare che i recettori-canale possono essere pre-
senti nella membrana piasmatica delle fibre muscolari
scheletriche o del neurone anche in sedi extrasinaptiche
e il ruolo svolto dai recettori in queste sedi e diverso
da quello svolto a livello sinaptico. Nei neuroni, inoltre

molti recettori-canale sono espressi sulla membrana
presinaptica, dove fungono da modulatori del rilascio
di neurotrasmettitori svolgendo quindi una funzione
importante nella regolazione dell’attivita della sinapsi
(Figura 12.1 e vedi Capitolo 32).

Organizzazione molecolare
dei recettori-canale

| recettori-canale sono classificati in quattro classi

| recettori-canale sono proteine oligomeriche transmem-
branarie formati da 3,4 o 5 subunita, con un singolo pia-
no di simmetria rotazionale perpendicolare al piano della
membrana dove sono inseriti. Sulla base della ipotetica
0 accertata topologia delle subunita che li costituiscono,
questi recettori sono stati classificati in quattro classi.

Prima classe:
famiglia dei recettori Cys-loop

Questa classe e caratterizzata dalla presenza, nella prima
meta della regione amminoterminale (NH2) extracellu-
lare di ciascuna subunita, di un’ansa di 13 amminoacidi
compresa tra due cisteine (corrispondenti alle Cys 128 e
142 della subunita ai del recettore nicotinico muscolare)
che formano un ponte disolfuro importante per la strut-
tura terziaria della subunita (Figura 12.2A)

A questa prima classe appartengono sia i recettori nicoti-
nici muscolari (AChR) che neuronali (nAChR), i recettori
del GABA (GABAa), della glicina (Gly-R), e della serotoni-
na (5-HT3J). Studi di immunolocalizzazione, mutagenesi
ed espressione in ovociti, indicano che ciascuna delle su-
bunita dei recettori appartenenti a questa classe é formata
da un unico filamento di amminoacidi caratterizzato da
un terminale amminico extracellulare, di circa 200 am-
minoacidi, al quale seguono quattro segmenti idrofobici
(M1, M2, M3, M4) connessi tra loro da brevi anse. La
proteina attraversa la membrana piasmatica quattro volte
alivello dei quattro domini idrofobici. Tra i segmenti M3
ed M4 é presente un lungo tratto di sequenza intracellu-
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Capitolo

Dendriti

Nucleo
Guaina mielinica

Recettori
presinaptici
Recettori
postsinaptici

\

o Citoscheletro \

Neurotrasmettitori
\

Terminali dell’assone

Figura 12.1
(in grigio). Nell'inserto, Ingrandito, un contatto sinaptico.

Nella presinapsi sono presenti le vescicole di neurotrasmettitore che secernono il loro contenuto nella fessura sinaptica. | recettori
sono presenti sia nella parte postsinaptica, dove regolano la risposta cellulare allimpulso nervoso, che nella parte presinaptica dove
modulano la secrezione del neurotrasmettitore. Ad esempio in una giunzione colinergica, i recettori presinaptici possono riconoscere
I'ACh secreta e in questo caso servono come meccanismo di autocontrollo della funzionalita della terminazione, e vengono definiti
autorecettori; oppure possono riconoscere neurotrasmettitori secreti da terminazioni vicine. Nella giunzione colinergica vi possono

Rappresentazione schematica di un neurone, con il quale prendono contatto assoni provenienti da altre cellule nervose

anche essere recettori a-adrenergici che possono riconoscere le catecolamine secrete dalle terminazioni vicine e modulare quindi la
secrezione della sinapsi colinergica; si ha cosi un controllo eterologo della funzionalita di una terminazione.

| recettori sono mantenuti nella posizione strategica nella membrana cellulare attraverso un'associazione diretta o indiretta a un com-
plesso di proteine di ancoraggio, impalcatura, segnalazione e del citoscheletro.

lare e dopo il quarto segmento transmembrana (M4), vi
e una breve coda extracellulare conclusa dal terminale
carbossilico (Figura 12.2a). Le subunita di questa classe
di recettori hanno una alto grado di omologia della se-
quenza amminoacidica (compresa tra il 20 e il 80%) e
una distribuzione molto simile dei segmenti idrofobici
che attraversano la membrana.

1 recettori-canale di questa classe sono formati da 5
subunita proteiche (Figura 12.2b-c) e, sebbene ci siano
possibilita che alcuni di questi recettori-canale possano
essere formati da complessi di subunita identiche (omo-
oligomeri), ad esempio il recettore nicotinico neuronaie
a7, nella grande maggioranza dei casi essi sono etero-
pentameri costituiti da due o piu diversi tipi di subunita
(eterooligomeri).

| recettori appartenenti a questa classe hanno quindi
un’alta omologia sia strutturale che funzionale con una
comune struttura dei domini importanti per definire la
topologia delle subunita, il sito di legame

e la struttura del canale ionico.

Seconda classe:
recettori del glutammato

A questa classe appartengono i

glutammato che comprendono

to e NMDA, cosi chiamati dal

selettivamente legano questi

Le subunita dei recettori del

da un’unica catena polipeptidica con una larga regione
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N-terminale extracellulare, quattro regioni transmem-
brana idrofobiche M1-M4 e una regione C-terminale in-
tracellulare (Figura 12.2a). Solo le regioni M, M3 e M4
attraversano la membrana, mentre la regione M2 entra
nel piano della membrana, non lo attraversa, ma si ripie-
ga e riesce dallo stesso lato della membrana formando
una regione P analoga a quella presente nei canali ionici
voltaggio-dipendenti (Figura 12.2a) (vedi Capitolo 22).
| recettori del glutammato sono dei tetrameri e i recettori
funzionali sono costituiti solo da subunita appartenenti
alla stessa sottoclasse (AMPA o kainato o NMDA) che
possono essere identiche (omooligomeri) o diverse (ete-
rooligomeri) (Figura 12.2b).

laclasse: 2aclasse:
Cys-loop Glutammato
recettori recettori
Regione
ATD
Sito
di legame Sito
di legame
\ COOH
COOH
GABA,

Terza classe:
recettori dei nudeotidi ciclici cGMP e cAMP

A questa classe appartengono i recettori permeabili ai
cationi (Na+ K+ Ca+) aperti dal cGMP presenti nei coni
della retina, quelli aperti da cAMP, presenti nell’epitelio
olfattivo e quelli aperti dai nucleotidi ciclici presenti in
tessuti non sensoriali (ippocampo, cuore, rene, testico-
lo, intestino). In questi recettori, al contrario di quanto
avviene per gli altri recettori-canale, il sito di legame del
ligando é intracellulare. Dal punto di vista strutturale,
questi recettori sono omologhi ai canali del potassio aperti
dal voltaggio e sono costituiti da quattro subunita che
delimitano un canale. Le subunita di questi recettori han-

3aclasse: 4aclasse:
Nucleotidi ciclici ATP
recettori recettori
Sito
di legame
-p f-linker
) ~Msito di legame COOH
‘, nucleotidi ciclici
COOH
L=cGMP

Figura 12.2 Composizione in subunita dei recettori-canale. In base al grado di omologia della sequenza amminoacidica delle subunita
che li compongono, alla loro stechiometria e anche allo studio dei recettori cristallizzati, i recettori-canale possono essere schemati-
camente divisi in quattro classi qui rappresentate. La prima classe comprende i recettori Cys-loop a cui appartengono i recettori per
I'ACh, per il GABA, per la glicina e per la serotonina; alla seconda classe appartengono i recettori per il glutammato; alla terza classe i
recettori per nudeotidi ciclici; alla quarta classe i recettori per I'ATP. A. Topologia delle subunita dei recettori appartenenti alle quattro
classi. NH2 regione N-terminale; COOH, regione C-terminale. B. Schema dell'arrangiamento delle subunita a formare i recettori. C.
Sezione trasversale dei recettori che mostra la stechiometria delle subunita che compongono le diverse classi di recettore. L: ligando

fisiologico; GIm: glutammato.



no le regioni N- e C-terminale intracellulari, sei regioni
transmembrana (M1-M6) e una regione localizzata tra M5
e M6 che forma una regione P, analoga a quella presente
nei canali ionici voltaggio-dipendente e nei recettori del
glutammato. La regione P, insieme al segmento transmem-
brana M6, delimita la parete del poro (Figura 12.2A).

| recettori presenti in vivo sono dei tetrameri eterooligo-
merici composti dalle subunitda CNGA e CNGB, con una
stechiometria delle subunita variabile a seconda della
localizzazione (Figura 12.2b-c).

Quarta classe:
recettori ionotropici dell'ATP P2X

A questa classe appartengono i recettori ionotropici
dellATP e finora sono state clonate sette subunita che co-
dificano per recettori appartenenti a questa classe (P2Xj.7).
Questi recettori sono degli oligomeri costituiti da tre subu-
nita che hanno una topologia diversa da quella delle subu-
nita finora viste. Ogni subunita e costituita dalle due regioni
N- e C-terminale intracellulari, due regioni transmembrana
M1 e M2 e una larga regione extracellulare costituita da
circa 280 amminoacidi (Figura 12.2A-B e vedi Capitolo 39).

Topografia dei recettori

| recettori-canale sono complessi macromolecolari
che attraversano la membrana cellulare

Del recettore nicotinico per IACh é stato possibile ot-
tenere una dettagliata ricostruzione topografica che ha
permesso di conoscere l’'organizzazione molecolare di un
recettore-canale.

Nella figura 12.3 & mostrata, in forma schematica, la
struttura del recettore nicotinico muscolare con le 5 su-
bunita glicoproteiche che si affiancano tra loro a cerchio
in modo da formare il poro ionico in un ordine ben pre-
ciso (ai-y-ai-0-Pi) e che costituiscono nel loro insieme
un complesso con peso molecolare di circa 300 kDa. |
dati ottenuti da Unwin con la microscopia elettronica ad
alta risoluzione mostrano che il recettore nicotinico ha la
forma di un cilindro con un diametro di 8 nm e lungo
16 nm, costituito da una parte extracellulare a forma
di imbuto, che sporge nello spazio extracellulare per
circa 6,5 nm e con un diametro interno di 2 nm (Figure
12.3A-C e 12.4a). Sembra che I'imbuto abbia la funzione
di concentrare gli ioni destinati a passare attraverso il
canale. Nella porzione extracellulare del recettore sono
anche localizzati i siti di legame per il neurotrasmettitore.
In corrispondenza dell’attraversamento della membrana
piasmatica, il recettore si restringe e si forma la regione
critica per il funzionamento del recettore-canale. In
guesta regione amminoacidi carichi negativamente, pre-
senti nelle 5 regioni transmembrana M2 (una per ogni
subunita), formano tre anelli di cariche negative orientate
verso I'interno del canale che delimitano principalmente
il poro selettivo ai cationi (Figura 12.4).

La funzione di questi anelli di cariche e quella di sele-

| recettori-canale Capitolo 12

zionare e concentrare i cationi e di respingere, per effetto
della repulsione delle cariche, gli anioni. Questi anelli
hanno quindi una carica negativa in quei recettori-canale
che sono permeabili ai cationi (ad esempio, recettori ni-
cotinici, Figura 12.4b), mentre sono non carichi in quelli
permeabili ad anioni (ad esempio, Gly-R e GABAa). In
questa regione e anche localizzata la “porta” d’ingresso
per i cationi che & normalmente chiusa ma che, dopo
I'interazione del recettore con I’ACh, viene aperta e per-
mette il passaggio dei cationi. Nella zona citoplasmatica,
subito dopo il passaggio attraverso la membrana, il recet-
tore si riallarga e gli ioni che entrano o escono dal lato
citoplamatico del recettore nicotinico passano attraverso
strette aperture localizzate lateralmente in questa regione
(Figura 12.4a). Nelle porzioni citoplasmatiche della ma-
cromolecola sono presenti inoltre i siti di fosforilazione,
importanti per la regolazione della funzionalita del ca-
nale, e i siti di legame con le proteine del citoscheletro,
importanti per la localizzazione precisa dei recettori nei
domini specifici della membrana piasmatica.

Localizzazione dei siti di legame
per i ligandi endogeni

Il sito di legame per i ligandi endogeni & localizzato nella
porzione extracellulare dei recettori appartenenti alla su-
perfamiglia dei recettori Cys-loop, dei recettori dellATP e
del glutammato, mentre é localizzato intracellularmente
per i recettori attivati dai nucleotidi ciclici (Figura 12.2a).

Recettori Cys-loop

Nella superfamiglia dei recettori Cys-loop dati piu precisi
si hanno per il recettore nicotinico sia per gli studi iniziali
fatti utilizzando composti crossleganti, farmaci e tossine
specifiche, sia per la recente determinazione della strut-
tura a una risoluzione di 2,7 A della AcetylCholine Binding
Protein (AChBP). La AChBP & una proteina, secreta dalla
lumaca marina Limnea stagnalis, che lega ’ACh. La AChBP
e formata da cinque subunita uguali, che si assemblano a
formare i siti di legame, omologhi strutturalmente a quelli
presenti nel nAChR, ma manca della regione transmem-
brana che forma il canale nel recettore (Figura 12.5A).
Lallineamento delle sequenze amminoacidiche della
AChBP e dei siti di legame dei neurotrasmettori ha mo-
strato una buona omologia di sequenza (15-20%) con i
recettori GABA, glicina e serotonina e la piu alta con gli
NnAChR (25%). Quasi tutti i residui conservati tra i mem-
bri della famiglia Cys-loop sono presenti nella AChBP,
inclusi quelli rilevanti per il legame dei ligandi e questo
ha portato a ipotizzare e successivamente a dimostrare
una comune struttura del sito di legame. Infatti, in questa
classe di recettori, il sito di legame del neurotrasmetti-
tore (Ach, GABA, glicina e serotonina) é all’interfaccia
tra due subunita adiacenti in cui una subunita fornisce
la componente principale del legame, costituita da corte
sequenze non contigue che formano le anse (loop) A, B
e C, e l'altra subunita partecipa con la componente com-
plementare costituita dalle anse D, E ed F (Figura 12.5b).
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Nel caso del recettore nicotinico muscolare I’ACh si lega anche dare inizio a quelle modifiche conformazionali che
alle interfacce ai/y e ai/8) dove le subunita a contribui- portano all’apertura del poro distante circa 5 nm. Per fare
scono con la componente principale, mentre le subunita  cio & quindi necessario che tratti della molecola, anche
Yo 8 contribuiscono con la componente complementare. assai distanti tra loro in termini di sequenza primaria,
Nei recettori Cys-loop, quindi non tutte le subunita del abbiano la possibilita di interagire.

recettore partecipano alla formazione dei siti di legame; Non e ancora completamente definito come, in seguito al
nello stesso recettore i siti di legame possono essere non legame dell/ACh , avvenga esattamente la modifica della
equivalenti e il numero dei siti di legame puo variare. conformazione del recettore nicotinico muscolare, ma e
Ad esempio, per lattivazione del recettore nicotinico utile ricordare che il sito di legame, situato nella porzione
muscolare e necessario il legame di entrambi i due sitida  extracellulare della subunita a, & in stretta connessione
parte dell’/ACh, mentre nel caso dei recettori omomerici, con le subunita adiacenti. Si ritiene che il legame della
come alcuni recettori GABAa e della glicina (GlyR), che testa cationica deH'ammonio quaternario dell’ACh a un
hanno cinque siti di legame, € necessario il legame del sottosito costituito da amminoacidi aromatici presenti
neurotrasmettitore a tutti e cinque i siti per ottenere la  nelle anse A, B, C e D e la contemporanea attrazione da
piena attivazione dei recettori. parte dell’lammonio quaternario dei residui carichi negati-
La complessita del sito di legame del neurotrasmettitore vamente presenti probabilmente negli amminoacidi D180
non stupisce, poiché il sito di legame non solo deve 0 E189 della subunita 6 e I'omologo D 174 della subunita
riconoscere in modo selettivo il neurotrasmettitore, ma Y, avvicini questi due siti creando cosi un movimento

Canale chiuso Canale aperto
K+
Na+ Ach
Na+
\r

Proteina del citoscheletro

Figura 12.3 Schema dell'apertura del recettore nicotinico del’ACh muscolare e della sua struttura molecolare. A. In seguito al lega-
me di due molecole di ACh alle due subunita ai, si ha una modificazione conformazionale del recettore con conseguente apertura del
canale transmembranario intrinseco al recettore (vedi anche figura 124 C e D). B. Immagine ricostruita al microscopio elettronico del
recettore nicotinico di torpedine presente nella membrana. L'immagine e stata ottenuta mediante elaborazione da parte del computer
delle immagini del recettore colorato con la tecnica del negative staining, con una risoluzione di 5 A. Si pud osservare la lunga cavita
extracellulare che forma I'imbuto nel quale vengono raccolti gli ioni che devono essere traslocati, il restringimento del lume a livello della
membrana piasmatica dove avvengono la selezione e il passaggio degli ioni e le proteine del citoscheletro che legano il recettore nella
zona citoplasmatica. C. Struttura tridimensionale del recettore nicotinico di torpedine ricavato da analisi cristallografiche a raggi X. Le
subunita ai sono presentate in bianco e le non-a-subunita in grigio. La superficie esterna del canale & indicata in blu. Le frecce indicano
i limiti della membrana cellulare. Confronando B e C ¢ interessante notare come due tecniche molto diverse, la microscopia elettronica
e la diffrazione a raggi X, permettano di ricostruire strutture di forma e dimensioni molto simili. D. Struttura pentamerica del recettore
nicotinico muscolare. Le cinque subunita si affiancano tra loro in cerchio in modo da formare il canale ionico in un ordine ben preciso
ai-y-ai-8-Pi. Ogni subunita € composta da una lunga porzione NH2-terminale extracellulare e da quattro segmenti idrofobici (M1, M2,
M3, M4). E. Sezione trasversale, vista dall'alto, delle cinque subunita assodate a formare il canale. Sono indicate nelle singole subunita
le posizioni relative delle regioni transmembrana (M1-M4) e le posizione delle regioni M2 che delimitano le pareti del canale.



di slittamento tra le subunita che porta all'apertura del
canale (Figura 12.4C-D).

Nella giunzione neuromuscolare di rana, I'interazione
dell’ACh con una molecola di AChR produce un influsso
di cariche positive (per lo piu sodio) con una velocita di
10.000 atomi/ms. Il canale si apre circa 10 ms dopo che
I’ACh si é legata, rimane allo stato aperto per 1-4 ms
con una conduttanza di 50 picosimens (pS). Lapertura
di un singolo canale produce una depolarizzazione della
membrana postsinaptica di 0,5 pV. La durata dell’aper-
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tura del canale dipende dall’agonista: il carbacolo apre il
canale per circa un terzo del tempo della ACh mentre la
suberidilcolina provoca una persistenza assai piu lunga
del recettore nello stato aperto.

Lalta omologia strutturale, sia nel sito di legame del
neurotrasmettitore che nella struttura del canale, dei
recettori appartenenti alla famiglia dei recettori Cys-
loop suggerisce che il sistema di accoppiamento tra il
legame del neurotrasmettitore e I'apertura del canale sia
simile per tutti i recettori appartenenti a questa classe.

B
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Figura 12.4 Modello del canale del recettore dell’ACh muscolare e del suo funzionamento. Il modello qui rappresentato & stato
ricavato dagli esperimenti di Numa, Unwin e collaboratori. A. Sezione verticale del recettore muscolare dell’ACh con evidenziati gli
anelli di cariche negative che determinano la selettiva ai cationi, il poro selettivo agli ioni e le regioni di entrata e uscita degli ioni nel lato
citoplasmatico del recettore. Secondo questo modello gli amminoacidi carichi negativamente presenti ai bordi dei segmenti M2 di ogni
subunita formano tre anelli di cariche negative attorno al poro. B. Sono mostrati i segmenti M2 e le regioni adiacenti di ognuna delle
cinque subunita che formano il recettore e delimitano il canale. Sono anche rappresentati gli amminoacidi che formano gdli anelli 1, 2 e
3 mostrati in A. C. Modello dell'arrangiamento di tre regioni transmembrana M2 delle subunita dell'’AChR nello stato chiuso (sinistra) o
aperto (destra); la quarta e la quinta regione non sono mostrate per chiarezza dello schema. Quando il canale e chiuso, gli emicilindri
della regione M2 delle cinque subunita proiettano verso l'asse centrale del canale e cinque amminoacidi idrofobici (leucina), uno per
ogni subunita, formano un anello che occlude il poro del canale. Quando I'ACh si lega al recettore, gli emicilindri M2 ruotano all'interno
del canale in modo tale che l'anello di leucine si allarghi e permetta il passaggio degli ioni. Contemporaneamente ['anello di treonine
si restringe e si crea quindi il filtro selettivo per gli ioni. D. Schema del funzionamento del recettore nicotinico. Il legame dell’ACh al
recettore induce una rotazione nella subunita a che tramite le regioni M2 é trasmessa al poro selettivo del canale. La rotazione desta-
bilizza il filtro selettivo e fa si che le aeliche M2 adottino una nuova conformazione permeabile agli ioni.
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Figura 12.5 Schema dell'organizzazione delle subunita e formazione dei siti di legame dell’ACh nella proteina che lega I'ACh (AChBP)
e In due sottotipi diversi di recettori nicotinici. A. Modello tridimensionale a nastro della proteina AChBP, con visualizzazione delle
strutture secondarie ad a elica e a foglietto 5 ottenuto mediante studi di cristallografia. Le cinque subunita identiche si associano a
formare la proteina con i siti di legame per I'ACh (pallini). B. Schema dell'arrangiamento delle subunita nel delimitare i siti di legame
dell’ACh e le regioni identificate che partecipano alla formazione del sito di legame del neurotrasmettitore al recettore nicotinico mu-
scolare (parte ingrandita). Nel recettore muscolare sono presenti 2 siti di legame dell’ACh che sono all'interfacda tra la subunita a
(sito principale, anse A, B, C) e le subunita y o 6 (sito complementare, anse D, E, F). C. Schema dell'arrangiamento delle subunita nel
delimitare i cinque siti di legame dell’ACh nel recettore nicotinico omomerico a7 Nel caso del recettore omomerico il sito di legame
e cosi costituito: le anse A, B, e C di una subunita a7 formano il sito principale di legame, mentre le anse D, F ed E della subunita a7

adiacente, formano il sito complementare di legame.

Questo e stato elegantemente dimostrato utilizzando un
recettore chimerico costituito dalla regione N-terminale
extracellulare della subunita cx7 del recettore nicotinico
neuronaie e dalla regione transmembrana e C-terminale
della subunita del recettore 5-HT3. Questo recettore chi-
merico é attivato dall’ACh e da ligandi nicotinici ma ha
le caratteristiche del canale tipiche del recettore 5-HT3.

Recettori per il glutammato

Il sito di legame per gli amminoacidi eccitatori nei
recettori glutammatergici & diverso da quello descritto
precedentemente. Studi cristallografici del recettore
GIluA2 hanno evidenziato che ogni subunita é caratteriz-
zata da una regione N-terminale extracellulare, regione
N-terminale ATD costituita da circa 400 amminoacidi
(Figura 12.2a) e dalla regione di legame del glutammato,
costituita da due regioni non contigue denominate Sl,
localizzata tra la regione ATD e I'inizio della prima re-
gione transmembrana M|, ed S2 localizzata tra le regioni
transmembrana M3 e M4 (vedi Capitolo 38). Nella singola
molecola di recettore, costituita da quattro subunita, sia
la regione ATD che la regione di legame del glutammato
sono organizzate come dimeri di dimeri.

Studi di cristallografia, di binding, di espressione in ovo-
citi di recettori chimerici, ottenuti sostituendo le regioni
S| e S2 dei recettori AMPA e kainato, e di formazione di
proteine di fusione contenenti solo le due regioni SI e
S2, hanno permessso di identificare queste due regioni
come quelle indispensabili per legare il glutammato e
per determinare la specificita farmacologica dei diversi
sottotipi di recettore. Inoltre, nel caso dei recettori non-
NMDA, questi studi hanno dimostrato che per I'apertura
del canale occorre il legame indipendente di quattro
molecole di glutammato (una per ciascuna subunita del
recettore) (Figura 12.2c).

Recettori per i nucleotidi ciclici e ATP

| recettori attivati dai nucleotidi ciclici hanno il sito di
legame per i loro ligandi localizzato nella regione intracel-
lulare C-terminale delle subunita in una sequenza omolo-
ga alle regioni che legano i nucleotidi ciclici in altre pro-
teine, quali le proteinchinasi cAMP e cGMP-dipendenti
e i fattori di trascrizione (Figura 12.2a). |l sito di legame
e collegato alla regione transmembrana M6 attraverso
una regione di 80 amminoacidi (C-linker) che favorisce,
dopo il legame dei nucleotidi ciclici, I'apertura del canale.
Questa regione linker contribuisce anche alla formazione
dei contatti tra le subunita del canale e ne favorisce la
tetramerizzazione. Lattivazione di questi recettori, che
sono dei tetrameri costituiti da quattro subunita uguali
0 diverse, si ottiene dal legame di due-quattro molecole
di ligando per ogni recettore (Figura 12.2c).

lrecettori dell/ATP sono costituiti da tre subunita e la loro
attivazione necessita del legame di tre molecole di ATP.
Studi volti all’identificazione del sito di legame dellATP
hanno dimostrato che amminoacidi localizzati in punti
diversi dell’estesa regione extracellulare e conservati tra
i diversi sottotipi di recettori P2X formano una tasca, tra
due subunita adiacenti, costituita da otto amminoacidi,
quatto per ciascuna subunita a cui si lega 'ATP (Figura
12.2). Studi di mutagenesi ed espressione eterologa hanno
anche identificato gli amminoacidi presenti nella regione
extracellulare, che determinano la sensibilita dei sottotipi
recettoriali ai diversi antagonisti individuando, in alcuni
casi, anche gli amminoacidi importanti per la risposta
specie-specifica agli antagonisti.

La conoscenza della struttura molecolare del sito di lega-
me dei trasmettitori e della sua conformazione spaziale
e di grande importanza per il disegno di nuovi farmaci
attivi a questo livello, anche se I’attuale strategia di ricer-
ca di farmaci agonisti o antagonisti si basa invece sulla



conoscenza molecolare dell’agonista o degli antagonisti
noti, che vengono modificati per approssimazioni succes-
sive fino a trovare la molecola dotata di maggiore utilita.

Localizzazione e struttura
del canale per gli ioni

Superfamiglia dei recettori Cys-loop

| dati piu accertati riguardano la struttura del recettore
nicotinico muscolare e sono stati ottenuti con la micro-
scopia elettronica, con la mutagenesi sito-specifica utiliz-
zando il metodo di accessibilita delle cisteine sostituite o
SCAM (vedi CD: Approfondimento 12.2. Come identificare
i residui amminoacidici che si affacciano al lume del canale) e
recentemente con la cristallizzazione di recettori.
Questi studi indicano che il canale ionico di questa clas-
se di recettori & un cilindro quasi simmetrico formato
dai segmenti M2 di ciascuna subunita; attorno a questi
5 segmenti stanno gli altri segmenti, M1, M3, M4, di
ciascuna subunita, che sono necessari per I'interazione
con i fosfolipidi della membrana e per l'organizzazione
strutturale di questa parte complessa del recettore (Figura
12.2p). | segmenti M2 sono oc-eliche antipatiche che pre-
sentano, in appaiamento verticale rispetto al piano della
membrana, una striscia di amminoacidi non carichi e
idrofobici. L'accostamento delle strisce delle 5 subunita
porta alla formazione della parete interna del canale, che
permette il passaggio degli ioni (Figura 12.3d-e).

Come gia descritto in precedenza, i tratti M2 presentano
degli amminoacidi carichi disposti in modo tale che,
quando le 5 subunita sono affiancate tra loro a formare
il recettore-canale, essi si allineano cosi da costituire tre
anelli carichi, posti a livelli diversi lungo il canale (Fi-
gura 12.4A-B). Il primo e il terzo degli anelli influenzano
la conduttanza dei cationi, anche se altri amminoacidi
presenti nella regione M2 possono influenzare tale
conduttanza. Il secondo anello, nel caso dellAChR e del
recettore 5-HT3 (permeabili ai cationi), e costituito da
amminoacidi carichi negativamente, mentre, nel caso
del recettore GABAa e Gly-R (permeabili agli anioni),
questi sono amminoacidi non carichi. Mutazioni degli
amminoacidi di questo anello nellAChR determinano
una profonda alterazione della conduttanza dellAChR
muscolare, indicando quindi che questo anello & molto
importante per determinare la selettivita ionica.

Studi al microscopio elettronico hanno dimostrato che nel
recettore allo stato chiuso la regione M2 non é diritta ma e
costituita da due emiclindri uno superiore e uno inferiore.
Quando il canale é chiuso gli emicilindri della regione
M2 delle cinque subunita proiettano verso l'asse centrale
del canale e cinque amminoacidi idrofobici (leucina),
uno per ogni subunita, formano un anello che occlude
il poro del canale. Quando I'ACh si lega al recettore, gli
emicilindri M2 ruotano all’interno del canale e I'anello
di leucine si allarga. Un anello di amminoacidi idrofilici
(treonine) posto sotto I'anello di leucine forma inoltre il
poro selettivo (Figura 12.4C).
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In seguito al legame dell/ACh al recettore si induce una
rotazione nella subunita a che, tramite le regioni M2,
e trasmessa al poro selettivo del canale. La rotazione
destabilizza il filtro selettivo e fa si che le a eliche M2
adottino una nuova conformazione permeabile agli ioni
(Figural2.4c-D).

| recettori-canale non posseggono un’elevata capacita di
selezione tra le varie specie ioniche aventi la stessa carica:
attraverso il canale del NAChR possono infatti fluire, gra-
diente elettrochimico permettendo, sia ioni monovalenti
come Na+e K+ che ioni bivalenti come Ca2+

La selettivita, anche se parziale, puo differire tra sotto-
tipi di uno stesso recettore: ad esempio, la permeabilita
allo ione Ca2+¢é bassa nel sottotipo muscolare di AChR
e alta in alcuni sottotipi neuronali (in particolare, quelli
contenenti la subunita a7). Un ruolo importante nel
definire la selettivita nei confronti di una determinata
specie ionica €& la composizione amminoacidica del
territorio M2 delle subunita che formano il complesso
recettore-canale. Cio & ben esemplificato da esperimenti
compiuti sul recettore nicotinico neuronaie a7, dove
la neutralizzazione dell'acido glutammico presente
nell’anello intermedio con l’'alanina determina una com-
pleta perdita di permeabilita al Ca2+senza modificazione
della permeabilita a Na+e K+

Recettori del glutammato,
nudeotidi ciclici e ATP

Sebbene la topologia delle subunita dei recettori del
glutammato sia diversa da quella dei recettori nicotinici,
i canali attraverso cui passano gli ioni sono funzio-
nalmente simili: anche questo canale ha un vestibolo
extracellulare a forma di imbuto, che si restringe fino
alla regione del poro selettivo che e di dimensioni pari
a quello presente nel recettore nicotinico. Le pareti
del poro sono delimitate dalla regione P rientrante,
che corrisponde funzionalmente alla regione M2. A
livello di questa regione P, le subunita dei recettori
del glutammato che compongono alcuni dei recettori
non-NMDA (vedi Capitolo 38) hanno in un preciso
punto della sequenza un amminoacido che puod essere
glutammina (Q) o arginina (R): i sottotipi recettoriali
composti da subunita contenenti Q sono dotati di per-
meabilita elevata sia al Na+che al Ca2+mentre quelli con
subunita contenenti R sono poco permeabili agli ioni
Ca2+ Le subunita che invece formano i recettori per gli
amminoacidi eccitatori del sottotipo sensibile al’lNMDA
contengono, nella stessa posizione, un residuo di aspa-
ragina (N) che conferisce loro sia l'alta permeabilita al
Ca2+che la sensibilita al blocco da magnesio che sono
caratteristiche di questo recettore (per informazioni piu
dettagliate, vedi Capitolo 38).

Nei recettori per i nucleotidi ciclici e stata identificata la
regione del poro del canale utilizzando il metodo delle
cisteine sostituite o SCAM (vedi CD: Approfondimento
12.2). Questa regione, detta regione P, &€ compresa tra
le regioni trasmembrana M5 e M6, forma un’ansa con
una struttura ad a elica che dall’esterno si estende verso
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I'asse centrale del canale e poi ripiega in una struttura
srotolata verso l'esterno. Questa regione P é altamente
omologa alla stessa regione presente nei canali al K+
e, oltre a formare il filtro selettivo ai cationi, funziona
anche da “porta”la cui struttura cambia quando si apre
il canale (Figura 12.2a).

Sempre utilizzando il metodo SCAM, é stato possibile
identificare che nei recettori dell’ATP la parete del ca-
nale é delimitata dalle tre regioni M2, una per ciascuna
subunita, circondate dalle tre regioni M1 (Figura 12.2a).
Inoltre recentemente un primo studio ai raggi X del re-
cettore P2 X4cristallizzato ha mostrato che le tre subunita
che nel cristallo mostrano ognuna una forma a delfino
(Figura 12.6a) si avvolgono l'una sull’altra per formare
il recettore trimerico (Figura 12.6b).

Lo studio dei cristalli del recettore P2X4 ha mostrato che
nello stato chiuso i segmenti M2 sono inclinati rispetto
al piano della membrana, dando al canale un aspetto di
clessidra composto da tre diversi vestiboli (superiore,
centrale ed extracellulare) nella parte extracellulare e da
un vestibolo intracellulare (Figura 12.6c). Nei vestiboli
extracellulare e centrale sono presenti in alta concen-
trazione amminoacidi acidi che hanno la funzione di
concentrare i cationi vicino al poro. La regione del poro
e localizzata tra il vestibolo extracellulare e quello intra-
cellulare, nello stato chiuso il poro é inaccessibile agli
ioni provenienti dall’esterno, ma, in seguito al legame
dell’/ATP al recettore, si ha un riarrangiamento delle tre
a eliche M2 con apertura del poro.

Studi di mutagenesi compiuti sul recettore P2X2 hanno
dimostrato che i residui amminoacidici che occludono
la via di permeazione del poro nello stato chiuso sono
gli stessi che contribuiscono alla formazione del filtro
selettivo ai cationi nel canale aperto.

Extracellulare

Intracellulare

Funzioni della porzione citoplasmatica

La zona citoplasmatica controlla lafunzionalita,
la localizzazione e il traffico dei recettori

NelllAChR muscolare questa zona e costituita essenzial-
mente dalle lunghe anse che uniscono i territori M3 ed
M4. In esse sono localizzati i siti di fosforilazione che con-
trollano la velocita con cui progredisce il fenomeno della
desensitizzazione e lo stato di aggregazione nella mem-
brana postsinaptica. In questi tratti vi sono sequenze
amminoacidiche che rappresentano il substrato di varie
chinasi: nel recettore nicotinico la proteinchinasi A (PKA)
fosforila le subunita 8 ed e, la proteinchinasi C (PKC) le
subunita a e 8, e una tirosinochinasi le subunita j3e 8. La
fosforilazione in questi siti puo comportare modificazioni
importanti delle proprieta del recettore: la fosforilazione
da PKA produce un aumento delle aperture spontanee
del recettore, la fosforilazione da parte di PKC aumenta
la velocita con la quale il recettore si desensitizza (vedi
oltre) e la fosforilazione da tirosinochinasi € importante
per la concentrazione ad alta densita dellAChR nella
membrana postsinaptica.

Studi compiuti su recettori espressi in sistemi eterologhi
(cellule trasfettate, ovociti) hanno inoltre dimostrato
che, nel caso del recettore GABAa, la fosforilazione delle
subunita ha effetti diversi sulla funzionalita del recettore
a secondo del sottotipo. La PKA modula infatti negati-
vamente 1’ attivita dei recettori contenti la subunita Pi
mentre, al contrario, modula positivamente l’attivita dei
recettori contenenti la subunita P3.

E interessante osservare che le chinasi sono attivate da se-
condi messaggeri sintetizzati in seguito alla stimolazione
di altri recettori (vedi Capitoli 6 e 10); € questo un esempio
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Figura 12.6 Struttura del recettore trimerico P2X cristallizzato, definita ai raggi X. A. Rappresentazione di una singola subunita del
recettore P2X aH'interno del recettore trimerico. Per la sua forma essa € stata definita "forma a delfino" (vedi outline in grigio). B. Rap-
presentazione a spazio pieno della superficie del recettore P2 X4 con le tre subunita identiche disegnate con colore di diversa intensita,
e il sito di legame dell'ATP all'interfacda tra due subunita adiacenti. L'asterisco indica una delle tre fenestrature tra subunita presenti nel
recettore. A questo livello si apre verso I'esterno il vestibolo extracellulare fornendo un punto di passaggio in entrata 0 in uscita degli ioni
dal lato extracellulare del canale. C. Disegno schematico del canale ionico del recettore P2X che mostra itre vestiboli e il poro selettivo
agli ioni. Se si confronta questo schema con quelli della figura 12.3 B e C, si nota come si giunga a una struttura tridimensionale simile
dei due tipi di recettore partendo da una composizione molecolare molto diversa.



di come recettori diversi con diversi sistemi di trasdu-
zione del segnale possono influenzarsi reciprocamente.
La regione intracellulare delle subunita nicotiniche &
anche importante per la localizzazione dei diversi sot-
totipi di recettori nicotinici. A livello del ganglio ciliare
di pollo esistono due diversi sottotipi di recettori, uno
contenente la subunita a3 a localizzazione sinaptica e
un sottotipo contenente la subunita oc7 a localizzazio-
ne perisinaptica ed escluso dalla sinapsi. Scambiando
solo l'ansa citoplasmatica localizzata tra le regione M3
e M4 della subunita a7 con quella della regione omo-
loga presente nella subunita a3, si ottiene un recettore
chimerico a7 che ha una localizzazione uguale a quella
del recettore contenente la subunita a3, indicando
quindi che I'ansa citoplasmatica di cc3 é sufficiente per
determinare la localizzazione sinaptica del recettore
che la contiene.

Nel caso del recettore GABAa la regione intracellulare
della subunita y lega selettivamente una proteina di 17
kDa (GABARAP) che é coinvolta nel trasporto intracel-
lulare del recettore GABAa, nella sua localizzazione e nel
suo accumulo a livello delle sinapsi inibitorie del SNC
(vedi Capitolo 6).

Modulazione dell'attivita
dei recettori-canale

L'entita della risposta cellulare indotta dai recettori-cana-
le a seguito dell’interazione con l’agonista ¢ modulabile
da almeno due variabili: la differenza di potenziale tran-
smembranario e la durata della stimolazione recettoriale.

La direzione e l'entita delle correnti che passano
attraverso i recettori-canale dipendono
dal potenziale di membrana

In genere il flusso di ioni attraverso i recettori-canale
varia proporzionalmente con il potenziale di membrana:
la relazione corrente/voltaggio & cioe lineare. Fanno
eccezione i recettori per gli amminoacidi eccitatori
del sottotipo sensibile al’lNMDA: in questi l'apertura
del canale richiede non solo I'occupazione dei siti di
interazione con i neurotrasmettitori, ma anche una
parziale depolarizzazione della membrana cellulare
(vedi Capitolo 38).

E importante ricordare che i recettori-canale sono ca-
ratterizzati da scarsa capacita di selezione della specie
ionica permeante. Di conseguenza, attraverso il canale
dell’AChR puo entrare nella cellula il Na+ (e anche il Ca24),
ma anche uscire il K+ A potenziali inferiori a quello di
inversione delllAChR (circa 0 mV) prevale I'influsso di
Na+a potenziali maggiori prevale I'’efflusso di K+ Quin-
di la stimolazione di un recettore-canale permeabile a
cationi e virtualmente priva di effetti se la cellula é gia
depolarizzata e ha un potenziale di membrana pari al
potenziale di inversione del recettore (Figura 12.7). Nel
caso di recettori-canale per anioni, I'influsso di cloro
(Cl-) unica specie ionica negativa permeante, si ha fin-
ché il potenziale e superiore a quello di equilibrio per lo
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ione (circa -70 mV); a potenziali inferiori (tra -80 e -100
mV) lo ione effluisce dalla cellula e riporta il potenziale
di membrana al potenziale di equilibrio degli ioni Ch
(Figural2.7). In qualunque caso lattivazione di questi
recettori si traduce in inibizione dellattivita sinaptica
perché il potenziale di membrana viene mantenuto a un
valore ben distante da quello soglia (-55 mV).

L'attivazione continua provoca desensitizzazione

Corrente
sinaptica

Potenziale
di membrana

Corrente
sinaptica

Potenziale
di membrana

+55 mV

+30 mV

0 mV

-30 mvV -65 mvV

Figura 12.7 La direzione e I'entita delle correnti che passano at-
traverso i recettori-canale dipendono dai potenziale di membrana.
A. Schema del variare della corrente sinaptica dopo attivazione dei
recettori nicotinici da parte dell’ACh. La variazione della corrente
sinaptica & dovuta alla somma delle variazioni di corrente in ogni
singolo canale. Il canale dell'’AChR e ugualmente permeabile a Na+
e K+che si muovono quindi secondo il loro gradiente elettrochi-
mico. Al potenziale di riposo di -90 mV [l'attivazione dei recettori
nicotinici da parte dell’ACh da luogo a una corrente depolarizzante
entrante dovuta all'ingresso degli ioni Na+ A potenziali di mem-
brana piu positivi (-70, -30 mV) la corrente entrante portata
dagli ioni Na+diminuisce progressivamente e aumenta la corrente
uscente di K+ Questa porta a una diminuzione della complessiva
corrente sinaptica. Al potenziale di membrana di 0 mV in ogni
singolo canale la corrente entrante di Na+eé bilanciata da una pari
corrente uscente di K+e quindi la corrente sinaptica risultante e
uguale a 0. A potenziali piu positivi prevale I'uscita di K+ e quindi
la direzione della corrente sinaptica & invertita. B. Schema del
variare delle correnti al Cl_ al variare del potenziale di membrana.
Al potenziale di membrana di -65 mV, in seguito all'attivazione
dei recettori-canale permeabili al Cl si ha una corrente iperpo-
larizzante entrante che aumenta in ampiezza se la cellula viene
progressivamente depolarizzata (-40, +50 mV).

Al potenziale di membrana di -70 mV che e uguale al potenziale
di equilibrio del Ch non c'e nessuna corrente che attraversa il
canale. A potenziali inferiori (tra -80 e -100 mV) si ha una cor-
rente uscente depolarizzante che riporta il potenziale della cellula
al potenziale di equilibrio del Ch di -70 mV. La situazione puo
essere diversa in quelle cellule in cui il potenziale d’equilibrio del
Ch é diverso da -70 mV.
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Lentita della risposta recettoriale &€ anche dipendente dalla
durata della stimolazione: nel caso dellAChR, il tratta-
mento con agonisti non-idrolizzabili (ad esempio, suc-
cinilcolina) o con farmaci che bloccano la degradazione
dell’ACh (anticolinesterasici) comporta una stimolazione
continua del recettore; in queste condizioni, ogni singola
molecola di AChR fluttua rapidamente tra uno stato
conduttivo e uno non conduttivo per diverse centinaia di
millisecondi, finché entra in uno stato non-conduttivo in
cui non risponde pitl aUagonista: questo fenomeno e detto
desensitizzazione. Nello stato desensitizzato il recettore
lega ’ACh con un’affinita circa 1000 volte superiore, ma
rimane comunque non conduttivo (vedi Capitolo 6).

La desensitizzazione & una proprieta intrinseca alla mo-
lecola del recettore; tuttavia, come abbiamo visto in uno
dei paragrafi precedenti, la velocita con cui il processo di
desensitizzazione si instaura e coinvolge tutte le molecole
di recettore e finemente regolato dalla cellula mediante
fosforilazioni specifiche indotte da secondi messaggeri.

Le proprieta ioniche e farmacologiche
di un recettore-canale dipendono
dalla sua composizione in subunita

Si & gia visto come differenze in punti strategici nella
sequenza amminoacidica della regione M2 di subunita
di recettori per lo stesso neurotrasmettitore conferiscano
selettivita ioniche specifiche al recettore-canale di cui
fanno parte. Anche proprieta quali la conduttanza, tempo
di apertura del canale, sensibilita alla desensitizzazione e
capacita di legare agonisti e antagonisti possono variare
considerevolmente per uno stesso recettore in funzione
del tipo di subunita che lo compone.

Un esempio tipico dell'importanza della composizione
in subunita nel definire queste proprieta é costituito dal
recettore nicotinico. Nel muscolo embrionale questo
recettore € costituito dalle subunita ai, Pi, y e 8 (ste-
chiometria: 2, 1, 1, 1) e ha un tempo medio d’apertura
relativamente lungo (4-11 ms) ma bassa conduttanza,
mentre nell’adulto la subunita y é sostituita dalla subunita
e e il recettore ha un tempo di apertura breve (1-5 ms) e
alta conduttanza (Figura 12.8).

Nel SNC sono presenti isoforme diverse dellAChR, che
differiscono sia in termini di selettivita ionica, che di
sensibilita agli agonisti e agli antagonisti. NAChR ¢ un
eteropentamero costituito da 2 subunita a e 3 subunita
p. Sono state identificate 9 subunita a (a2io) e 3 subu-
nitd p (P2-4) diverse e specifiche per le cellule nervose.
L’isoforma piu diffusa nel SNC & il complesso recettoriale
contenente le subunita cq e P2, sensibile ad ACh e nicoti-
na, ma non bloccabile dall’antagonista a-bungarotossina.
Recentemente e stato dimostrato che nello stesso recettore
con le subunita 04 e P2 possono coesistere altre subunita,
quali le subunita a2 e/ a5, e/o Of, che ne modificano le
caratteristiche farmacologiche e funzionali. In diverse
aree del SNC é inoltre presente il recettore omomerico
contenente la subunita a7 che conferisce al recettore di
cui fa parte sia la sensibilita alla a-bungarotossina che
una alta permeabilita allo ione Ca2+ (vedi Capitolo 34).
Un altro esempio é rappresentato Gly-R: nel midollo

spinale, dove alta & la sensibilita alla stricnina, prevale il
recettore contenente la subunita ai, mentre nelle aree piu
rostrali, dove la sensibilita alla stricnina é inferiore, sono
espressi recettori contenenti le subunita a2 e aj.

Un ulteriore esempio di modifica delle proprieta recetto-
riali dipendente dalla composizione in subunita e fornito
dal recettore GABAa- Infatti in vitro bastano subunita a
e p per formare un recettore pentamerico funzionante
aperto dal legame del GABA alla subunita P; ma nello
stesso recettore, per ottenere la sensibilita alle benzodia-
zepine, che si legano alla subunita a, é indispensabile la
presenza della subunita y che, allostericamente, modula
il recettore e lo rende sensisibile all’azione di queste (vedi
Capitolo 37).

I meccanismi cellulari e molecolari che controllano
guesta eterogeneita recettoriale non sono ancora chiari.

Amplificatore
da patch-clamp

<D

Micropipetta ,,

di vetro
Canali Acetil Membrana
nicotinici colina cellulare
Patch

Cellula muscolare

Stato chiuso

Stato aperto

Stato chiuso

Stato aperto

Figura 12.8 Le proprieta funzionali del recettore nicotinico
muscolare cambiano durante lo sviluppo. A. Schema di un'unita
di patch clamp utilizzata per determinare le proprieta biofisiche
del singolo canale dell’AChR. Una micropipetta di vetro con un
diametro di 1 pm e pressata contro la membrana di un muscolo
scheletrico a cui € stato rimosso il tessuto connettivo. La micropi-
petta e riempita con una soluzione fisiologica e contiene un elet-
trodo di metallo che & connesso con uno speciale circuito elettrico
che misura la corrente che fluisce attraverso la membrana sotto la
punta della pipetta. B. Sono riportati due esempi di conduttanza
di singolo canale registrati in canali attivati dallACh nel muscolo
fetale o adulto. Nel muscolo fetale (traccia superiore) che esprime
un recettore costituito dalle subunita ctipiyS il canale ha una minore
conduttanza (40 pS) e un tempo di apertura lungo (11 ms). Nel
muscolo adulto che esprime un recettore cxiPieS (traccia inferiore)
il canale ha una conduttanza maggiore (59 pS), ma un tempo di
apertura minore (6,6 ms).



La pluralita di recettori che si puo ottenere con la com-
binazione di diverse subunita, permette alla cellula di
variare i parametri biologici importanti della funzionalita
recettoriale, come la localizzazione subcellulare (diffusa,
presinaptica O elevata nelle densita postsinaptiche), la
velocita di desensitizzazione e le proprieta ioniche, che
giocano un ruolo fondamentale nella formazione e nel
mantenimento dei contatti sinaptici. Inoltre I'eteroge-
neita recettoriale puo essere uno degli strumenti attra-
verso i quali le cellule nervose modulano l'eccitabilita e
I'intensita delle risposte in funzione degli stimoli a cui
sono esposte, fenomeni che sono alla base dei processi
di apprendimento e memoria.

Cross-talk
con altri sistemi recettoriali

Ciascuna cellula ha un suo set di recettori-canale che
utilizza per introdurre ioni, per integrare i segnali che
le arrivano e, nelle cellule nervose, per propagare il po-
tenziale d’azione e rilasciare neurotrasmettitori. Questi
recettori coesistono nella cellula con molti altri recettori
e canali ionici e possono essere modulati nella loro at-
tivita non solo da secondi messaggeri, dalla interazione
con le subunita (3y delle G proteine o da modificazioni
post-traduzionali, ma anche per interazione fisica diretta
con altri recettori.

Recentemente e stata dimostrata un’interazione fisica
e/o funzionale per molti di questi recettori-canale. Ad
esempio a livello dei neuroni del sistema enterico, che
controllano la funzione gastrointestinale, sono coespressi
i recettori P2X e C8P4nicotinici. La simultanea attivazione
di queste due classi di recettori produce una corrente
entrante nei neuroni che € minore della somma delle
correnti ottenute stimolando direttamente ogni singolo
tipo di recettore, indicando quindi che esiste un’inibi-
zione del recettore P2X da parte del recettore nicotinico
neuronaie C8P4, attraverso una possibile interazione fra
i due recettori.

L'interazione diretta di recettori-canale & stata dimo-
strata anche con recettori appartenenti alla classe dei
recettori accoppiati a G proteine. Nei neuroni striatali
il recettore della dopamina DI interagisce direttamente
e selettivamente con la subunita NR1 del recettore NM-
DA e questa interazione determina una modificazione
del traffico intracellulare del recettore DI. Nei neuroni
dopaminergici e stata inoltre dimostrato che il recettore
D2, localizzato a livello presinaptico nei terminali, & in
grado di interagire fisicamente con i nAChR eteromerici
e I'interazione di queste due classi di recettori modula il
rilascio di dopamina nello striato.

Questi studi indicano chiaramente che i meccanismi at-
traverso i quali i neurotrasmettori producono i loro effetti
nelle cellule bersaglio sono molto complessi, ancora poco
conosciuti e variabili da cellula a cellula e che la risposta
della singola cellula al neurotrasmettitore dipende anche
dai livelli di integrazione e di coordinazione delle diverse
vie di segnalazione intracellulari (vedi anche Capitolo 11).
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Meccanismi d'azione dei farmaci
che modulano l'attivita
dei recettori-canale

Farmaci capaci di competere con il neurotrasmettitore
per il legame sul suo sito di interazione possono fungere
da agonisti o antagonisti a seconda della loro capacita di
indurre 0 meno la modificazione conformazionale ne-
cessaria per l'apertura del canale ionico intrinseco nella
macromolecola recettoriale. In questo modo & possibile
modulare I'intensita della risposta recettoriale e dei fe-
nomeni biologici che a essa seguono.

Lattivita del recettore pud essere modulata anche da
farmaci che si legano in siti diversi da quelli del neu-
rotrasmettitore, chiamati siti allosterici (Figura 12.9).
L'occupazione di questi siti pud avere effetti non solo
sulla cinetica di legame del neurotrasmettitore, ma
anche sull’apertura e sulla chiusura del canale ionico e
sulla velocita del passaggio allo stato desensitizzato. Nel
recettore GABAa, farmaci, come le benzodiazepine, che
si legano alla subunita y, modulano il legame del GABA
alla subunita (3 del recettore e il processo di apertura del
canale e regolato da farmaci quali gli steroidi, i barbitu-
rici e la picrotossina; inoltre il canale allo stato aperto
puo essere occluso dalla penicillina e le benzodiazepine
possono ridurre la velocita di entrata del recettore nello
stato desensitizzato.

Nella figura 12.9 sono mostrati alcuni esempi di farmaci
che si legano a siti allosterici, e che in questo modo mo-
dulano il recettore nicotinico.

Liganti
allosterici
(eserlna)

- Ca2+
steroidi
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Figura 12.9 Rappresentazione schematica del sito di legame di
agonisti e antagonisti e dei numerosi siti allosterici che modulano
la funzionalita del recettore nicotinico. | siti allosterici che legano
il Ca2+ gli steroidi, I'eserina, la galantamina e i bloccanti non com-
petitivi sono distribuiti sulla parte esterna del canale, nel canale
stesso, all'interfaccia con la membrana e nella parte citoplasmatica
del recettore. P: sito di fosforilazione; CB: bloccanti del canale;
NCB: bloccanti non competitivi.
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Il significato fisiologico di questi siti allosterici non &
noto, ma e probabile che almeno alcuni di essi rappre-
sentino dei siti di legame per sostanze endogene ancora
sconosciute. Questo ¢ stato recentemente dimostrato per
una famiglia di proteine (lynx) secrete dalle cellule che
hanno una struttura comune a quella delle a neurotos-
sine dei serpenti elapidi (i primi ligandi del recettore
nicotinico). In particolare la proteina lynxl, legandosi
al recettore nicotinico cx+Pj, ne inibisce la funzione,
perché diminuisce laffinita del recettore all’ACh, ne
accelera la desensitizzazione e ne rallenta il recupero
dalla desensitizzazione.

Alcuni dei farmaci attivi su siti allosterici diversi da
quelli per i neurotrasmettitori possono essere importanti
in terapia proprio in virtu del loro meccanismo d’azione
(ad esempio, barbiturici e benzodiazepine). Per altri, gli
effetti possono essere considerati secondari, ma non
per questo meritevoli di minor attenzione. Ad esempio
molti ormoni steroidei (il desametasone, il prednisolone,
I’idrocortisone, e il progesterone) inibiscono il recettore

TAKE HOME MESSAGE

nicotinico muscolare in modo rilevante. Questo ha un
risvolto anche nella prassi terapeutica qualora si instauri
una terapia immunosoppressiva con corticosteroidi in
un paziente affetto da miastenia grave, una malattia
autoimmune diretta contro I'AChR, caratterizzata da
una diminuzione del numero di recettori postsinaptici.
E infatti necessario porre molta attenzione, soprattutto
all’inizio della terapia, per non indurre episodi di para-
lisi dei muscoli respiratori dovuti al blocco da parte dei
farmaci steroidei dei pochi recettori nicotinici rimasti.
Anche l'eserina (Figura 34.3), conosciuta come un po-
tente inibitore delle colinesterasi, e talvolta usata nella
terapia della miastenia grave, puo potenziare lattivita
delllAChR legandosi a un sito allosterico: Ieffetto di
guesto farmaco e quindi dato da due effetti sinergici, il
rallentamento della degradazione del neurotrasmettitore
e l'attivazione diretta del recettore. Farmaci allosterici
che attivano i recettori nicotinici neuronali sono allo stu-
dio come possibile intervento terapeutico nella malattia
di Alzheimer (vedi Capitolo 34).

1L recettori-canale sono tra le molecole piu importanti per regolare la comunicazione
rapida tra cellule e I'omeostasi ionica intracellulare.

Essi possono essere modulati da vari neurotrasmettitori o nucleotidi attraverso un

legame in siti extra- o intracellulari.

Sono proteine complesse costituite da varie subunita e le proprieta biofisiche e
farmacologiche di questi recettori dipendono dalle subunita che li compongono.

La struttura/forma tridimensionale di questi recettori & molto simile, pur essendo
costruita con strutture molecolari molto diverse.

La loro risposta funzionale dipende dalla loro localizzazione e dallo stato di
sensitizzazione/desensitizzazione che puo essere influenzato dalle modificazioni

post-traduzionali.

La loro attivita pud essere influenzata da farmaci che si legano a siti ortosterici o

allosterici attivandoli o inibendoli.
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| recettori accoppiati
alle proteine G

Lucia Vallar, Lucia Vicentini

Obiettivi formativi

Acquisire le nozioni fondamentali sulle caratteristiche strutturali e funzionali dei recettori accoppiati

alle proteine G

Acquisire le nozioni fondamentali sulla struttura e sulla funzione delle proteine G

Acquisire le conoscenze fondamentali relative ai sistemi dell'adenilato ciclasi e della fosfolipasi C

Conoscere la capacita dei recettori a sette domini transmembrana di interagire con diverse proteine

cellulari

Molti ormoni, neurotrasmettitori e altri mediatori chimici
inducono le loro risposte legando recettori che si associano
a una classe di proteine, le proteine G, in grado di rego-
lare effettori specifici. | recettori accoppiati alle proteine
G costituiscono la famiglia pit numerosa e diversificata
di recettori di membrana. Circa 800 geni codificano per
questi recettori nel genoma umano. | recettori accoppiati
alle proteine G riconoscono ligandi molto diversi tra
loro quali le catecolamine, la serotonina, l'acetilcolina,
il GABA, il glutammato, ormoni glicoproteici, ormoni o
altri mediatori di natura peptidica e molecole coinvolte
nell’adesione cellulare. Vengono inoltre attivati dai fotoni
di luce e da stimoli olfattivi e gustativi (Tabella 13.1). Molti
GPCR sono “orfani” in quanto & nota la loro sequenza
genica ma non sono noti né il ligando endogeno al quale
rispondono, né i possibili ruoli fisiopatologici (vedi CD:
Approfondimento 13.1. Recettori orfani). In risposta a que-
sti stimoli extracellulari, i recettori accoppiati alle proteine
G sono in grado di attivare una grande varieta di vie di
segnalazione intracellulari che permettono il controllo di
molteplici funzioni.

Questa famiglia di recettori ha quindi un’enorme impor-
tanza farmacologica. Una percentuale stimata intorno
al 30% dei farmaci attualmente in uso ha infatti come
bersaglio un recettore accoppiato alle proteine G.

In questo capitolo vengono illustrate le caratteristiche strut-
turali e funzionali di questi recettori, delle proteine G e di
alcuni dei loro effettori. Viene inoltre descritta la capacita
dei recettori accoppiati alle proteine G di interagire con
altre proteine intracellulari che svolgono funzioni regola-
torie o attivano ulteriori vie di segnalazione intracellulare.

Organizzazione molecolare dei
recettori accoppiati a proteine G

| recettori accoppiati a proteine G attraversano
sette volte la membrana plasmatica

Nonostante i vari recettori accoppiati alle proteine G rive-
lino una scarsa somiglianza nelle loro sequenze primarie,
essi hanno una struttura organizzativa simile. Tutti questi
recettori sono costituiti infatti da una catena polipeptidica
che attraversa sette volte la membrana piasmatica e ha
I’estremita amminoterminale nello spazio extracellulare
e l'estremita carbossiterminale nel citoplasma (Figura
13.1). Per questa ragione vengono anche comunemente
chiamati recettori a sette domini transmembrana. Il
numero piu alto di residui amminoacidici conservati nei
vari recettori si riscontra proprio in corrispondenza dei
segmenti transmembrana, soprattutto nei tratti piu vicini
al citoplasma. Le porzioni extracellulari e citoplasmatiche
della molecola possono essere invece molto diverse. Sulla
base dell’analisi filogenetica sono state identificate nell’'uo-
mo cinque famiglie principali di recettori accoppiati alle
proteine G (vedi CD: Approfondimento 13.2. Struttura e
modificazioni conformazionali dei recettori accoppiati alle
proteine G). Tra queste, la famiglia della rodopsina € di
gran lunga la piu numerosa e meglio caratterizzata. Oltre
alla rodopsina, che ¢ il recettore per i fotoni presente
nella retina, questa famiglia comprende i recettori per
le catecolamine e la serotonina, i recettori muscarinici
per I'acetilcolina, i recettori per I'istamina, i recettori per
gli ormoni glicoproteici, i recettori per diversi peptidi e
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Esempi di recettori accoppiati alle proteine G*

Recettore per Proteina C
Neurotrasmettitori
Catecolamine
Adrenergico BIr p2 R3 Gs
Adrenergico ai Gq
Adrenergico a2 G/GO
Dopamina
D, Gs
d2 o @®
Serotonina
5-HT,, 5-HT5 Gi/GO
5-HT2 Gq
5-HT4, 5-HTg, 5-HT7 Gs
Acetilcolina
Muscarinico Mi, Mj, M5 Gq
Muscarinico M2, M4 Gi/Go
GABA
GABAb G/GO
Glutammato
mGlui, mGlu5 Gq
mGlu2, mGlu3 mGlu4, mGlu6, Gi/Go
mGlu7, mGlus
Oppioidi G/GO
Cannabinoidi G/Go
Ormoni
ACTH Gs
LH Gs
Gq
FSH Gs
TSH Gs
Gq
GHRH Gs
CRH Gs
GNnRH Gq
TRH Gq
Somatostatina Gi/GO

Effettore

t Adenilato ciclasi
1 Fosfolipasi C

i Adenilato ciclasi
t Canali al K+
i Canali al Ca2+

t Adenilato ciclasi

1 Adenilato ciclasi
t Canali al K+
i Canali al Ca2+

Adenilato ciclasi
Canali al K+
Canali al Ca2+

— =

~

Fosfolipasi C

Adenilato ciclasi

-

-

Fosfolipasi C

Adenilato ciclasi
Canali al K+
Canali al Ca2+

—_— =

Adenilato ciclasi
Canali al K+
Canali al Ca2+

—_— . =

-

Fosfolipasi C

Adenilato ciclasi
Canali al K+
Canali al Ca2+

.

Adenilato ciclasi
Canali al K+
Canali al Ca2+

—_—n —

i Adenilato ciclasi
T Canali al K+
i Canali al Ca2+

Adenilato ciclasi

-

Adenilato ciclasi

-

-

Fosfolipasi C

Adenilato ciclasi

—

Adenilato ciclasi

-

-

Fosfolipasi

Adenilato ciclasi

-

Adenilato ciclasi

-

—

Fosfolipasi C

—

Fosfolipasi C

Adenilato ciclasi
Canali al K+
Canali al Ca2+

-+

Recettore per Proteina C
Vasopressina
v, &
v2 Gs
Glucagone Gs
Secretina Gs
VIP Gs
Ormone paratiroideo (PTH) Gs
(€]
Calcitonina Gs
Gq
1 Altri mediatori
Istamina
H, G
h2 Gs
h3 h4 Gi/Go
Adenosina
A, A3 Gi/Go
a2 Gs
ATP
P2Y, P2Y2, P2Y4 P2Y6 P2Y, (€]
P2YI12, P2Y13 P2Y 4 Gi
Angiotensina I
AT, Gq
Bradichinina Gq
Trombina
PAR-1 Gi
Gq
g,2
PAR-4 cq
G2
Acido lisofosfatidico
LPAI, LPA2 LPA4 Gi
Gq
g,2
Ipa3 Gi
Gq
Ipab &
G2
Eicosanoidi
Prostaglandina PGE2
EP, Gq
ep2, epd Gs
ep3 Gi
Prostaglandina PGF2, Gq
Prostacidina Gs
Trombossano A2 Gq
g,2
Fotoni
Rodopsina G,

Effettore

Fosfolipasi C
Adenilato ciclasi

- =

Adenilato ciclasi

-

Adenilato ciclasi
Adenilato ciclasi

Adenilato ciclasi

e

Fosfolipasi C

-

Adenilato ciclasi

-

Fosfolipasi C

-

Fosfolipasi C

—

Adenilato ciclasi

1 Adenilato ciclasi
i Canali al Ca2+

1 Adenilato ciclasi
t Canali al K+
i Canali al Ca2+

t Adenilato ciclasi

f Fosfolipasi C
i Adenilato ciclasi

f Fosfolipasi C
T Fosfolipasi C

J Adenilato ciclasi

4 Adenilato ciclasi
t Fosfolipasi C

t RhoGEF

i Adenilato ciclasi
f Fosfolipasi C

t Fosfolipasi C

T RhoGEF

t Fosfolipasi C

t Adenilato ciclasi
4 Adenilato ciclasi
f Fosfolipasi C

1 Adenilato ciclasi
t Fosfolipasi C

t RhoGEF

t cGMP
fosfodiesterasi

* Sono indicati le principali proteine G e i principali effettori regolati da diversi recettori o specifici sottotipi recettoriali. Si noti che un determinato

recettore puo attivare pit di un tipo di proteina G e una determinata proteina G puo regolare piu di un effettore.

ACTH: ormone adrenocorticotropo; LH: ormone luteinizzante; FSH: ormone follicolo-stimolante; TSH: ormone tireotropo; GHRH: ormone stimolante il
rilascio di GH; CRH: ormone stimolante il rilascio di ACTH; GnRH: ormone stimolante il rilascio delle gonadotropine; TRH: ormone stimolante il rilascio di

TSH; f:stimolazione; J: inibizione



molti altri. Tutti i membri della famiglia della rodopsina
presentano motivi strutturali comuni. Nella maggior
parte dei casi questi recettori possiedono un’estremita
amminoterminale extracellulare piuttosto breve rispetto
a quella presente nei recettori delle altre famiglie.

H sito di legame per il mediatore chimico e il sito
di interazione con la proteina G sono localizzati in
porzioni distinte della molecola recettoriale

E molto importante per poter disegnare molecole che re-
golano la funzione dei recettori stabilire le regioni coinvol-
te nel legame al mediatore chimico, le regioni importanti
per il passaggio a una conformazione “attiva” e quelle
responsabili dell'interazione con le proteine G. Una serie
di studi ha dimostrato che i diversi tipi di ligandi endo-
geni utilizzano diverse modalita di legame con i rispettivi
recettori (Figura 13.1). Nel caso delle catecolamine, della
serotonina, dell’istamina, dell’acetilcolina e di altri ligandi
di piccole dimensioni, alcune O tutte e sette le regioni
idrofobiche transmembrana del recettore partecipano a
formare una “tasca” situata nello spessore della membrana
piasmatica e capace di legare il mediatore chimico. In
particolare, lo studio dei recettori a e (3 adrenergici ha
permesso di evidenziare alcuni residui fondamentali per
il legame con le catecolamine: il gruppo carbossilico di
un acido aspartico localizzato nel 11 territorio transmem-
brana interagisce con il gruppo amminico delle cateco-
lamine, mentre due residui serinici posti nel V territorio
transmembrana sono responsabili del legame con I'anello
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catecolico. Nel caso di alcuni peptidi, I'interazione con il
recettore sembra invece coinvolgere sia i segmenti tran-
smembrana sia alcuni territori extracellulari. Lestremita
amminoterminale extracellulare dei recettori rappresenta
il principale sito di legame degli ormoni glicoproteici,
come TSH, LH e FSH, e di ormoni peptidici di dimensioni
considerevoli. In alcuni casi é stato proposto che l'inte-
razione con l’'estremita amminoterminale della molecola
recettoriale “orienti” I'ormone verso il suo successivo
legame con i segmenti transmembrana e con specifici
domini extracellulari. Un'ulteriore e interessante modalita
di interazione é utilizzata dal glutammato e dalla trombina
e altre proteasi: in entrambi questi casi, l'attivazione del
recettore € dovuta a interazione dell’estremita ammino-
terminale con alcuni territori extracellulari del recettore
stesso. Nel caso del glutammato, il neurotrasmettitore
“costringe” I'estremita amminoterminale a piegarsi sul suo
sito d’interazione con il resto della molecola recettoriale.
La trombina e altre proteasi invece riconoscono e tagliano
una porzione extracellulare dei loro recettori generando
una nuova estremita amminoterminale del recettore stesso
che funge da ligando e interagisce intramolecolarmente
con alcuni territori extracellulari. Numerosissimi sono
i farmaci che