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CONSEGUENZE DEL DANNO CELLULARE INDOTTO SU IALOCITI IN COLTURA NELLE ALTERAZIONI DEL VITREO

Introduzione
Il corpo vitreo è un tessuto connettivo avascolare ricco in cartilagine, proteoglicani (PGs), glicosaminoglicani (GAGs) ed acido ialuronico, la cui struttura complessa non è del tutto nota. In esso si distinguono le cellule del vitreo o ialociti, a sede corticale, ed una matrice extracellulare, che costituisce la parte preponderante del vitreo, in cui sono presenti le macromolecole strutturali di cui accennato sopra. 

Dal punto di vista anatomico, il collagene vitreale è organizzato ultrastrutturalmente in sottili fibre non ramificate e parallele la cui parte centrale è costituita da un collagene ibrido di tipo V e XI circondato dal collagene di tipo II. Il tipo IX e situato sulla superficie fibrillare ed e costituito prevalentemente da catene di condroitinsolfato; invece, nella corteccia vitreale la membrana limitante interna è costituita dal tipo IV. Le fibre collagene sono sospese in una rete di GAGs (proteine legate a zuccheri) e addensate dall'acido ialuronico. 

E' noto che con l'invecchiamento si verificano modificazioni strutturali nel vitreo che portano ad un progressivo aumento del volume degli spazi liquefatti (sinchisi) ed all'aumento delle aree otticamente dense (sineresi) dovute all'aggregazione delle fibre di collagene. Inoltre, l'assottigliamento della lamina basale contribuisce all'indebolimento dell'adesione vitreo-retinica, fenomeno contemporaneo alla sinchisi che potrebbe portare al distacco progressivo del vitreo dalla corteccia fino al collasso. La liquefazione senza concomitante deiscenza dell'adesione porta a distacchi vitreali anomali con lesione da trazione sulla retina.

I meccanismi patofisiologici alla base della sinchisi e della sineresi sono la manifestazione di una destrutturazione della matrice vitreale. Tutti questi eventi potrebbero determinare una dissociazione del collagene dall'acido ialuronico con successiva liquefazione, aggregazione e contrazione del gel.
E' stato dimostrato che nelle alterazioni del vitreo e/o dopo un danno vitreale si realizza un aumento dei livelli di calcio all’interno del corpo vitreo.

E' altresì noto che la diminuzione del collagene di tipo IX costituito dalle catene di condroitinsolfato ad azione stabilizzante, porta ad una esposizione del collagene di tipo II, e che quest’ultimo sarebbe coinvolto nelle reazioni mediate dalle metalloproteinasi responsabile della formazione degli aggregati fibrillari. 

Scopo della ricerca

È stato osservato che le cellule vitreali (ialociti) sono in grado di produrre acido ialuronico il quale addensa i complessi di collagene e glicosaminoglicani incrementando la stabilità della struttura reticolare del corpo vitreo. Una diminuzione del contenuto di acido ialuronico nel corpo vitreo espone, difatti, il collagene all’azione degradante delle Metalloproteinasi (MMPs) con conseguente formazione di sineresi e sinchisi.

Alla base di questi processi degenerativi, si potrebbe dunque ipotizzare un’alterazione dei processi metabolici degli ialociti che progressivamente riducono la quantità di acido ialuronico prodotto e rilasciato nel vitreo. Le cause che potrebbero portare alla debilitazione degli ialociti sono varie: raggi ultravioletti, citochine proinfiammatorie, invecchiamento cellulare, perdita della capacità di comunicazione intercellulare, cattivo funzionamento dei canali ionici (es. canali per il calcio, visto che si è osservato un incremento di calcio nel vitreo in concomitanza di miodesopsie).

Il primo obiettivo che si dovrebbe raggiungere in questo studio sarà quello di creare, da vitrei di cavie, una linea immortalizzata di cellule vitreali (ialociti) come già fatto da un gruppo di studiosi giapponesi di recente da vitrei di maiale. Una volta ottenuta questa linea cellulare il secondo obiettivo sarà quello di cercare la presenza su queste cellule di alcuni recettori che noi riteniamo importanti nella patogenesi degenerativa, come il recettore per il TNF, i recettori per il glutammato (ionotropici e metabotropici) e la presenza di connessine (in particolare di Cx43), le proteine che formano le gap junction, importanti mediatori della comunicazione intercellulare, già osservate nei fibroblasti della cornea umana.

Il terzo obiettivo sarà quello di studiare il comportamento di queste cellule e delle sue strutture caratterizzanti, sotto l’azione di citochine, glutammato, stress ossidativo, raggi UV. Si osserverà se, sottoposte ad azione proinfiammatoria, ossidativa, o del glutammato queste cellule subiscano un’alterazione nella produzione di ialuronato, nell’espressione e funzionalità delle eventuali connessine presenti, o del flusso di calcio intracellulare.

Già il primo obiettivo di questa ricerca aprirebbe innumerevoli possibilità di studio sull’origine delle patologie che affliggono il corpo vitreo.

Ma il raggiungimento del secondo obiettivo, ossia una caratterizzazione morfologica ed immunologica, oltre che funzionale degli ialociti, consentirebbe una maggiore comprensione di diverse patologie oculari. (Si potrebbe inoltre sfruttare la popolazione cellulare ottenuta anche per uno studio genetico sulla popolazione di ialociti).

Il terzo obiettivo potrebbe spiegare la diminuzione progressiva di acido ialuronico nel vitreo, e l’incremento di calcio nello spazio vitreale, osservato in corso di patogenesi delle miodesopsie.

Metodiche

Le metodiche necessarie a sviluppare questo protocollo sono tecniche di biologia cellulare (colture cellulari), microscopia ottica ed a fluorescenza, citofluorimetria, western blot ed immunoblotting. (attrezzature già in possesso dell’Istituto)
Materiale

I materiali richiesti sono: terreni di coltura, FBS, antibiotici ed antimicotici, Hepes, glutammina, vari anticorpi monoclonali marcati per la citofluorimetria a flusso, anticorpi monoclonali per l’immunoblotting. (circa 20.000 euro)
                                                  Il Responsabile del Progetto
                                         Dott. Massimo Caruso

Responsabile Sezione di Citofluorimetria ed Immunologia
                                                                  Istituto Ricerca Medica e Ambientale
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