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Epidemiologia e fattori di rischio

La degenerazione maculare legata all’eta (Age-related Macular Degeneration, AMD)
rappresenta la principale causa di grave perdita dell’acuita visiva e di cecita legale nella
popolazione occidentale di eta superiore ai 65 anni. Costituisce una patologia cronica a
carattere degenerativo, progressivo e bilaterale, che interessa la macula, ovvero la regione
centrale della retina deputata alla visione distinta. In Italia si calcola che ne sia affetto circa un
milione di persone, delle quali 200.000-300.000 sono affette da una forma avanzata
(neovascolare o atrofica). L'AMD rappresenta una malattia di grande rilevanza socio-sanitaria e
in progressivo aumento, la cui causa principale & linvecchiamento. Il rapporto dellOCSE
(Organizzazione per la Cooperazione e lo Sviluppo Economico) del 2015 sulla situazione
dell’anzianita mondiale ha stimato un drammatico ed esponenziale invecchiamento globale
della popolazione: oggi il 12% (900 milioni) della popolazione planetaria ha piu di 60 anni e si
prevede che salira al 21% (2,4 miliardi) nel 2050 [1]. In linea con queste previsioni, una recente
meta-analisi ha stimato che nel mondo ci saranno 196 milioni di persone affette da AMD nel
2020, che raggiungeranno i 288 milioni nel 2040, con un incremento esponenziale soprattutto

nella popolazione asiatica [2].

PREVALENZA DI AMD

Per quanto riguarda la prevalenza di tutte le forme di AMD, la maggior parte degli studi dimostra
come questa aumenti in modo significativo con I'avanzare dell’eta. Si stima che la prevalenza
del’AMD possa variare dall’1,2% al 30% della popolazione al di sopra dei 55 anni d’eta [3-5].
L’ampio range di queste stime & dovuto principalmente all’eterogeneita nelle definizioni di AMD
e nei sistemi di classificazione finora utilizzati e riportati in letteratura, e alle

differenze di eta, di distribuzione geografica e di fattori genetici nelle popolazioni sotto studio.
Un’analisi congiunta dei dati provenienti dai tre maggiori studi epidemiologici sul’AMD (Beaver
Dam Eye Study, Blue Mountains Eye Study, Rotterdam Study), condotti in diversi continenti su
un’ampia popolazione, mostra che la prevalenza di questa patologia aumenta

esponenzialmente con I'eta: & rara prima dei 65 anni (0,2% della popolazione) ed arriva ad



interessare il 13% di coloro che hanno almeno 85 anni d’eta [6]. Negli USA colpisce piu di 8
milioni di individui e la forma avanzata di AMD interessa piu di 1,75 milioni di persone: di questi
ultimi il 90% dei pazienti € affetto da una forma neovascolare dovuta allo sviluppo di neovasi di
origine coroideale [7]. In Europa ogni anno vengono diagnosticati oltre 500.000 nuovi casi e
circa 2,5 milioni di pazienti oltre i 65 anni d’eta vive con forme avanzate di AMD: di questi oltre 1
milione ha una grave compromissione visiva secondaria ad AMD bilaterale [8, 9].

Esistono delle diversita nella prevalenza delle forme di AMD iniziali e avanzate in base alle etnie
[10]. Tutte le etnie considerate (caucasici, ispanici, asiatici, africani, inuit)

mostrano una forte associazione eta-dipendente nello sviluppo di AMD: si ha un incremento
esponenziale nei caucasici, un forte aumento negli asiatici, un moderato aumento negli ispanici
ed un lieve aumento negli africani. In particolare, nei soggetti al di sotto dei 75 anni d’eta gl
ispanici hanno una prevalenza superiore di forme precoci di AMD rispetto alle altre etnie.
Invece, nei soggetti al di sopra dei 75 anni d’eta, la prevalenza sia di forme precoci sia di forme
avanzate di AMD é superiore nei caucasici. Gli africani hanno la piu bassa prevalenza sia di
forme precoci che avanzate di AMD rispetto alle altre etnie (Figura 1 ). Infine, gli asiatici hanno
la piu alta prevalenza mondiale di vasculopatia coroideale polipoide (circa il 22,3-24,5% delle
forme neovascolari di AMD) [11-13]. Le forme neovascolari pure di AMD sembrano avere una

prevalenza superiore rispetto alle forme atrofiche pure (vedi Figura 2) [6].
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Figura 1 Prevalenza delle forme iniziali e avanzate di AMD nelle diverse razze e gruppi etnici.
A) La prevalenza di AMD iniziale € maggiore negli ispanici per i soggetti al di sotto dei 75 anni

d’eta e nei caucasici per i soggetti al di sopra dei 75 anni d’eta. B) La prevalenza di AMD



avanzata aumenta in maniera esponenziale nei caucasici e a seguire negli asiatici.
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Figura 2 Prevalenza delle diverse forme avanzate di AMD nei tre continenti: USA, Europa e

Australia.

Le forme neovascolari (CNV) compaiono piu precocemente rispetto alle forme esclusivamente
atrofiche. Le forme miste compaiono in eta piu avanzata. Per quanto riguarda [I'ltalia, finora
sono stati condotti pochi studi sulla situazione epidemiologica del’AMD. Tra questi, lo studio piu
recente e rilevante & sicuramente il PAMDI (Prevalence of Age-related Macular Degeneration in
Italy) [14]. Questo studio, condotto tra la popolazione residente nel Nord-Est Italia al fine di
indagare la prevalenza nella popolazione italiana ed analizzarne le differenze fra le comunita
urbane e rurali, ha selezionato 1.162 soggetti della popolazione di Padova, divisi a loro volta in
due gruppi (rurale ed urbano). E stato stimato che globalmente 'AMD interessi il 62,7% dei
soggetti: il 48,3% presentava drusen intermedie, il 10,4% drusen di grandi dimensioni, e il 4,1%
forme avanzate di AMD. In linea con gli altri studi epidemiologici citati, 'eta si & confermata
fattore di rischio importante per l'insorgenza e la progressione dellAMD ed é stato osservato
che la popolazione rurale ha un maggiore rischio di sviluppare drusen di grandi dimensioni

rispetto alla popolazione urbana.
INCIDENZA DI AMD

| numerosi studi epidemiologici sono concordi nell’affermare che con 'avanzare dell’'eta



aumenta I'incidenza delle varie forme di AMD. Il rischio a 10 anni di sviluppare AMD ¢ pari
all'11,1% nell’Hisayama Study, 12,1% nel Beaver Dam Eye Study (1992, USA), 13,9% nel
Barbados Eye Study, 14,1% nel Blue Mountains Eye Study (1995, Australia), 16,7% nel
Rotterdam Study (1995, Europa) e 23,7% nel Copenhagen City Eye Study (1986, Europa). Le
differenti incidenze in questi studi risentono in gran parte dell’eterogeneita nel disegno degli
studi, nella durata del follow-up e nella presenza o meno dei fattori di rischio. Non ci sono
differenze di incidenza fra maschi e femmine. Analizzando i diversi sottotipi di AMD avanzata,
l'incidenza di neovascolarizzazione coroideale pura e di atrofia geografica pura salgono
vertiginosamente dopo i 75 anni d’eta in maniera simile, mentre le forme miste aumentano

dopo gli 80 anni d’eta (vedi Figura 3).
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Figura 3 Rischio a 10 anni di sviluppare i diversi softotipi di AMD avanzata con

l'invecchiamento.

STORIA NATURALE DI AMD

Esistono diversi studi clinici che analizzano il decorso naturale delle alterazioni precoci e
tardive in AMD.15-20 Tutti concordano nell’affermare che le drusen di grandi dimensioni (soft) e
le anomalie pigmentarie sono le alterazioni del fondo oculare che piu significativamente

aumentano il rischio di sviluppare forme tardive di AMD: si stima un rischio tra I'1,3% e il 6,0%



per anno. In contrasto, i soggetti che presentano solamente drusen di piccole dimensioni
(drupeletes o hard drusen) hanno un rischio nullo di sviluppare AMD a 5 anni.3 Un’area di
grandi dimensioni che presenti qualsiasi sottotipo di drusen associato ad anomalie pigmentarie
comporta il piu grosso rischio di sviluppare forme avanzate di AMD. | depositi drusenoidi
sottoretinici (definiti anche pseudodrusen reticolari) rappresentano un importante fattore di
rischio indipendente di progressione verso forme avanzate di AMD.

Essendo I’AMD una patologia bilaterale, qual’é il rischio per il secondo occhio dopo che
I'occhio controlaterale ha sviluppato una forma avanzata di AMD? Il rischio a 5 anni di
sviluppare forme avanzate di AMD anche nel secondo occhio & pari al 30-40%.3-5 | fattori di
rischio sono i medesimi: vaste aree occupate da drusen, confluenza di drusen, anomalie
pigmentarie e/o depositi drusenoidi sottoretinici. Secondo il Beaver Dam Study, i pazienti con
atrofia geografica nel primo occhio hanno un rischio maggiore di sviluppare forme avanzate di
AMD nel secondo occhio rispetto ai pazienti che presentano forme precoci bilateralmente.3 II
sottotipo di AMD del secondo occhio solitamente corrisponde a quello dell'occhio adelfo,
nonostante si possa sviluppare un sottotipo diverso. Inoltre, lo sviluppo di atrofia geografica in
occhi con iniziale neovascolarizzazione & piuttosto frequente, e viceversa.21-23 Questo
evidenzia come i fattori di rischio e i processi patogenetici per questi diversi fenotipi possono

sovrapporsi considerevolmente fra loro.

FATTORI DI RISCHIO DI AMD

La patogenesi di AMD é di accertata natura multi-fattoriale. Alla base vi sarebbe una
complessa interazione tra fattori metabolici, funzionali, genetici e ambientali, che pud essere
ritenuta responsabile di quei cambiamenti cronici che coinvolgono le strutture della regione
maculare e che contribuiscono all’'insorgenza ed alla progressione della malattia.

| principali fattori di rischio dellAMD possono essere classificati come:

« fattori demografici;

« fattori comportamentali;

« fattori correlati a patologie sistemiche;

« fattori genetici.



® FATTORI DI RISCHIO DEMOGRAFICI (non modificabili)

» Eta
Come abbiamo gia evidenziato negli studi epidemiologici sinora citati, I'eta avanzata
rappresenta il principale fattore correlato all'insorgenza della patologia: il rischio di insorgenza

di AMD incrementa con I'avanzare dell’eta.

» Etnia

| vari studi epidemiologici mostrano che la prevalenza dellAMD varia considerevolmente tra
gruppi etnici differenti, come gia riportato nel precedente paragrafo. Il Baltimore Eye Survey
(1991, USA) ha dimostrato che nonostante le drusen siano comuni sia nei neri che nei bianchi
sopra i 40 anni, le forme piu avanzate di AMD hanno una maggiore prevalenza nei bianchi di
eta superiore ai 70 anni. La razza bianca ha una prevalenza di cecita bilaterale del 30% rispetto
allo 0% dei neri.

Nel Salisbury Eye Evaluation Study (2000, USA) le drusen di piccole dimensioni sono state
identificate nel 56% dei soggetti di eta superiore ai 65 anni di entrambi i gruppi (1.854 di etnia
bianca e 666 etnia nera), mentre le drusen di maggiori dimensioni sono risultate pit comuni nei
soggetti bianchi (16% vs 11% dei neri) cosi come lo sono state le drusen confluenti e le aree di
iperpigmentazione. L’AMD neovascolare era presente nell'1,7% dei bianchi rispetto all'1,1%
dei partecipanti di etnia nera, mentre I'atrofia geografica era piu comune nei bianchi rispetto ai
neri (1,8% vs 0,3%).

In conclusione, dalla maggior parte degli studi epidemiologici sinora condotti risulta che le
forme neovascolari hanno maggiore incidenza e prevalenza nell’etnia bianca rispetto a quella
nera. E stato ipotizzato che le differenze etniche nella prevalenza dellAMD avanzata siano
dovute ad un possibile effetto protettivo della pigmentazione iridea nei soggetti di razza nera.
La melanina agendo da “scavenger” di radicali liberi potrebbe proteggere I'epitelio pigmentato
retinico, la membrana di Bruch e la coroide dai cambiamenti degenerativi che predispongono il

paziente alla neovascolarizzazione coroideale.

» Sesso



In alcuni studi epidemiologici & emersa una prevalenza della patologia lievemente maggiore
nelle donne (1,9%) rispetto agli uomini (1,3%), peraltro interamente attribuibile all’eta superiore
raggiunta dal sesso femminile. Infatti, confrontando le due categorie per medesima classe di

eta non emergono differenze in termini di percentuali di uomini e donne affette dalla malattia.
Inoltre, da una recente meta-analisi risulta che non vi & un’associazione significativa tra il sesso
femminile e I'insorgenza di AMD avanzata. Tuttavia, & stato ipotizzato un effetto protettivo degli
estrogeni nelle donne in eta post-menopausale sul rischio di sviluppare AMD neovascolare,
anche se questo non é stato ancora dimostrato con certezza. Infine, sembrerebbe esistere una
significativa riduzione del rischio di insorgenza di AMD precoce in rapporto al maggior numero

di anni intercorsi tra menarca e menopausa.

® FATTORI DI RISCHIO COMPORTAMENTALI (modificabili)

» Fumo

Il fumo di tabacco ¢ il principale fattore di rischio per ’AMD prevenibile.24 Il fumo & considerato
un fattore rilevante nella patogenesi del’AMD a causa dei suoi effetti ossidativi dannosi per la
retina, la riduzione del flusso sanguigno coroideale, la promozione di ischemia, di ipossia e di
micro-infarti retinici, e lo stimolo alla neovascolarizzazione coroideale (effetto diretto della
nicotina nel modello murino), nonché a causa della riduzione dei carotenoidi protettivi per la
retina. Il fumo ed il numero di pacchetti di sigarette fumate ogni anno si associano
significativamente ad un aumentato rischio di AMD. | fumatori attuali hanno un rischio
maggiore di AMD (con incidenza triplicata) rispetto agli ex-fumatori. La cessazione del fumo
riduce l'incidenza di AMD in modo non lineare anche nell’anziano (Muenster Aging and Retina
Study): coloro che hanno smesso di fumare da piu di 20 anni hanno un rischio di sviluppare
AMD sovrapponibile ai non fumatori. Infine, anche I'esposizione al fumo passivo si associa ad
un incrementato rischio di AMD rispetto ai non fumatori.

» Consumo di alcolici

L’elevato consumo di alcol (piu di tre bicchieri al giorno) si associa ad un rischio aumentato di
AMD rispetto al basso consumo. Tutti gli studi sono piuttosto uniformi nell’affermare che i forti

bevitori abituali di superalcolici che consumino cinque o piu bicchieri di alcol al giorno hanno



un rischio elevato di AMD rispetto ai non bevitori. L’alcol infatti & una sostanza che, in
eccessive quantita, pud comportarsi da neurotossina e provocare un danno ossidativo
cerebrale e quindi anche retinico. L’alcol modifica i meccanismi che proteggono dallo stress
ossidativo e riduce I'assorbimento degli antiossidanti alimentari. Al contrario, un consumo
moderato di alcol (uno o due bicchieri al giorno) causa effetti protettivi, come la riduzione
dell’aggregazione piastrinica, 'abbassamento dei livelli sierici del fibrinogeno, la riduzione dei
livelli sierici della proteina C e 'aumento dei livelli di HDL (High Density Lipoprotein), che

conferiscono protezione nei confronti del’AMD.

» Dieta

Molteplici studi nel corso dei decenni hanno valutato I'importanza dell’apporto di sostanze
anti-ossidanti con la dieta nella prevenzione e riduzione di velocita di progressione del’AMD (in
particolare lo studio SALANDRA ha evidenziato la scarsa incidenza di AMD nel’lomonima
comunita rurale e isolata del Sud ltalia).25 La percentuale di prevalenza dellAMD in pazienti
con basso consumo di antiossidanti € circa il doppio di quella osservata in pazienti con alto
consumo di antiossidanti (AREDS Study Research Group). Infatti si & visto che gli antiossidanti,
come la vitamina A, C, E ed i carotenoidi (a-carotene, B-carotene, luteina e zeaxantina),
svolgono un grande valore protettivo nel’AMD per le loro funzioni biologiche e per la loro
localizzazione nella retina. In particolare, la luteina e la zeaxantina sono contenute nel pigmento
maculare ed una loro carenza (dovuta a diete povere di vegetali a foglia verde e frutta) si
associa ad un aumentato rischio di sviluppare AMD. Il selenio, lo zinco e il rame sono dei
minerali che contribuiscono ad assicurare I'efficienza di complessi enzimatici essenziali
nell’ambito delle difese contro lo stress ossidativo.

Il consumo di pesce e di cibi ricchi in acidi grassi polinsaturi omega 3 (PolyUnsaturated Fatty
Acids, PUFA) puo associarsi a riduzione del rischio di insorgenza di AMD. In particolare, i PUFA
(docosahexaenoic acid, DHA; eicosapentaenoic acid, EPA) hanno dimostrato attivita
antiangiogeniche, anti-vasoproliferative e neuroprotettive sui fattori e processi implicati nella
patogenesi del’AMD.

Infine, attualmente tra le molecole antiossidanti “promettenti”, di sempre maggiore interesse
scientifico per la prevenzione del’AMD sono la crocetina (carotenoide contenuto nello

zafferano), la curcumina, il resveratrolo, e le vitamine B9 (acido folico), B12 (cianocobalamina) e
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B6 (piridoxina).

» Obesita

L’indice di massa corporeo (BMI index) & stato identificato come fattore di rischio modificabile
associato con la progressione dellAMD avanzata. Una riduzione del rapporto circonferenza
torace/vita si associa a un rischio inferiore di sviluppare AMD, soprattutto in coloro che erano

inizialmente obesi.

» Attivita fisica
| soggetti con stile di vita attivo (definito come regolare svolgimento di attivita fisica piu di tre
volte a settimana) hanno un minor rischio di insorgenza di AMD neovascolare rispetto ai

soggetti sedentari.

» Esposizione alla luce solare

Non vi & un parere unanime riguardo 'associazione tra I'esposizione alla luce solare e 'AMD.
L’esposizione alla luce ambientale avrebbe una scarsa influenza sull’incidenza e sulla
progressione del’AMD. Individui con un’esposizione prolungata alla luce solare estiva per piu
di cinque ore al giorno avrebbero invece un maggiore rischio di aumento della pigmentazione

retinica e di sviluppo di AMD rispetto ai soggetti che si espongono per meno di due ore.

» Attivita lavorativa

Nonostante non esistano ancora studi epidemiologici al riguardo, nella nostra esperienza
abbiamo osservato un’incidenza maggiore di AMD nei soggetti che hanno svolto per anni
un’attivita lavorativa in cui veniva richiesta la visione da vicino per molte ore giornaliere (come
le sarte, le insegnanti, gli orologiai, gli artigiani, etc.) e nei soggetti abituati a lettura prolungata
nelle ore serali. Sappiamo che esiste un ciclo circadiano nel metabolismo dei dischi dei
segmenti esterni dei fotorecettori (in particolare nei coni). Per questo ipotizziamo la possibilita
che un’applicazione costante e continua della visione da vicino soprattutto nelle ore serali
(quindi meno fisiologiche) determini un aumentato turnover del metabolismo dei coni, un
maggiore consumo dei dischi (“discopatia da consumo”) e quindi un maggiore stress

ossidativo rispetto ai soggetti meno abituati ad utilizzare la visione centrale soprattutto nelle
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ore serali e notturne.
A sostegno di questa ipotesi, € di possibile riscontro 'assenza di segni di AMD nell’occhio

ambliope di soggetti che hanno sviluppato la patologia in quello controlaterale.

® FATTORI DI RISCHIO CORRELATI A PATOLOGIE SISTEMICHE

» Diabete

L’iperglicemia altera la normale struttura e funzione della circolazione coroideale, dell’epitelio
pigmentato retinico e della membrana di Bruch. Sulla base di cio, alcuni studi hanno ipotizzato
una possibile associazione tra diabete e aumento del rischio di AMD, che tuttavia non &

risultata significativa.

» Ipertensione arteriosa

| pazienti con ipertensione arteriosa non controllata (valori di pressione arteriosa sistemica

= 160 mmHg o valori di pressione diabolica = 95 mmHg in corso di terapia anti-ipertensiva)
hanno una piu alta incidenza di alterazioni dell’epitelio pigmentato retinico e di AMD avanzata.
E stato infatti dimostrato che I'ipertensione arteriosa & in grado di ridurre il flusso coroideale, il
che contribuirebbe alla progressione del’AMD ed allo sviluppo di neovascolarizzazione

coroideale.

» Dislipidemia

| lipidi sierici, attraverso la promozione dell’arteriosclerosi nei vasi sanguigni coroideali,
possono essere correlati con 'aumentato rischio di sviluppare AMD.26 |l rischio di sviluppare
AMD essudativa aumenta di circa 4 volte per valori elevati di colesterolemia. In particolare
questo si osserva in caso di alti livelli plasmatici di colesterolo HDL, che € un importante
transporter della luteina/zeaxantina.

Pazienti con placche aterosclerotiche carotidee hanno un aumentato rischio di AMD avanzata
rispetto a quelli senza placche. Inoltre individui con arteriosclerosi subclinica (ispessimento

dell'intima carotidea, calcificazioni aortiche) presentano un aumentato rischio di AMD.
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» Sindrome metabolica
Una recente analisi del Blue Mountains Eye Study ha evidenziato come la sindrome metabolica
(associata in particolare ad obesita, iperglicemia e ipertrigliceridemia) predisponga ad una

progressione verso forme avanzate di AMD a 10 anni.27

® FATTORI DI RISCHIO GENETICI (non modificabili)

Numerosi studi condotti su gemelli, su famiglie affette dalla malattia, e su gruppi di popolazioni,
hanno dimostrato l'importanza del fattore genetico nella predisposizione allAMD.28-37
Potrebbe essere ipotizzabile riconoscere ’AMD come un complesso disordine genetico in cui
uno o piu geni concorrano a determinare la suscettibilita individuale per lo sviluppo della
malattia. Studi di linkage e di associazione hanno individuato diverse regioni cromosomiche che
si pensa contengano loci di suscettibilita. Tra questi, i geni del Fattore H del complemento
(CFH) e ARMS2/HTRA1 sono coinvolti in piu del 50% dei casi di AMD.33

Si € ipotizzato anche che una sottostante risposta infiammatoria possa essere la causa
dellAMD. In particolare, la disfunzione della via alternativa della cascata del complemento
potrebbe causare cambiamenti infammatori nella retina. Questa ipotesi & stata supportata dal
riscontro di fattori del complemento all'interno delle drusen, dall’aumento dell’attivazione dei
fattori alternativi del complemento nel siero dei pazienti con AMD, e da varianti specifiche nei
geni del fattore del complemento che conferiscono una suscettibilita maggiore per I’AMD.

| polimorfismi sono variazioni nucleotidiche del DNA (e quindi nei geni) che causano solo
cambiamenti nelle proprieta delle proteine corrispondenti. NellAMD i polimorfismi che
attualmente risultano avere Odds Ratio piu rilevanti in senso predisponente o protettivo
coinvolgono i seguenti geni:

* ARMS2/HTRA1 (High Temperature Requirement A protein / Age-Related Maculopathy
Susceptibility 2; cromosoma 10g26) € un locus genetico strettamente associato con il rischio

di sviluppare 'AMD. Il polimorfismo rs10490924 del gene ARMS2, ove presente nelle varianti
TT e GT é correlato ad un elevato rischio di sviluppare AMD in forma avanzata. La proteina

del gene HTRA1 (la serin protesi 1 HTRA), presente anche nelle drusen, € un inibitore del

TGF-B, regolatore dell’angiogenesi. Il polimorfismo rs11200638 induce un’espressione
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triplicata di HTRA1 nellEPR che indebolisce la membrana di Bruch e promuove lo sviluppo
di neovasi.

* CFH (Complement Factor H; cromosoma 1g31) € un gene che contiene le informazioni per la
produzione della proteina del complemento H. Tale proteina € coinvolta in specifici processi
immunologici ed inflammatori. | polimorfismi rs1061170, rs1410996 ed rs403846, ove
presenti nelle varianti CC o CT, CC o CT e GA o AA rispettivamente, sono correlati ad un
maggiore rischio di sviluppare AMD in forma avanzata.

» C3 (Complement component 3; cromosoma 19p13) &€ un gene che contiene le informazioni
necessarie per la produzione della proteina del complemento 3. Anch’essa, come il CFH, &
implicata nei processi immunologici ed infiammatori. Il polimorfismo rs2230199, ove presente
nelle varianti GG o GC, si correla ad un maggiore rischio di sviluppare AMD in forma
avanzata.

» C2/CFB (Complement Component 2 e Complement factor B; cromosoma 6p21) € un gene
che contiene le informazioni necessarie per la produzione della componente 2 della via
classica del complemento e del fattore B della via alternativa. | polimorfismi rs9332739 di C2
(nelle varianti GC e CC) e rs641153 di CFB (nelle varianti GA ed AA) si associano ad una
riduzione del rischio complessivo di sviluppare AMD in forma avanzata.

* TLR3 (recettore Toll-like 3; cromosoma 4) & un gene che codifica 'omonimo recettore
presente nelle membrane intracellulari, come reticolo endoplasmatico ed endosomi, il quale
gioca un ruolo fondamentale nel riconoscimento del patogeno e nell’attivazione della
risposta immunitaria innata. La sua attivazione induce 'apoptosi cellulare mediante la
produzione di interferone. Alcuni autori hanno ipotizzato che una sottostante infezione
batterica o virale scateni la cascata infiammatoria oculare promuovendo cosi la progressione
del’AMD. Il polimorfismo rs3775291 conferisce una protezione contro I'atrofia geografica.38
* TIMP3 (Tissue inhibitor of metalloproteinase 3; cromosoma 22g12) & un gene che codifica
per una metalloproteinasi coinvolta nella degradazione della matrice extra-cellulare. lI
polimorfismo rs9621532 si associa ad un aumentato rischio di AMD.

In un prossimo futuro, il progresso della ricerca genetica nellAMD potrebbe aiutarci non solo a
comprendere meglio il ruolo specifico che i fattori genetici giocano nella complessa
patofisiologia del’AMD, nella loro interazione con gli altri fattori eziologici (di natura

demografica, comportamentale, oculare e correlati ad altre patologie sistemiche) e nella
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risposta alle diverse terapie, ma anche a trovare soluzioni innovative nella prevenzione e nel

trattamento [39].
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SENESCENZA E AMD

L’invecchiamento (o senescenza) € definibile come il progressivo accumulo di cambiamenti nel
tempo che “si associano a” o che sono “responsabili di” una maggiore suscettibilita a malattia
e morte con I'avanzare dell’eta. L'occhio non fa eccezione ai processi di invecchiamento, a
cominciare dalla cataratta che, assieme alla degenerazione retinica, & di comune riscontro nella
popolazione anziana.

La retina & particolarmente suscettibile ai processi di invecchiamento, in quanto:

* & costituita per la maggior parte da cellule non piu in grado di dividersi;

* & costituita da cellule, come i fotorecettori e I'epitelio pigmentato retinico, altamente attive

dal punto di vista metabolico;

* &€ altamente ossigenata ed esposta a lunghezze d’onda corte della luce visibile, il che
contribuisce a provocare un danno ossidativo;

* I'epitelio pigmentato retinico accumula fotosensibilizzanti tossici come la lipofuscina.

Il culmine di queste alterazioni eta-dipendenti si raggiunge con la disfunzione retinica, lo

sviluppo di AMD e la perdita visiva.

@ Senescenza della neuro-retina

Lo spessore retinico diminuisce con I'invecchiamento (in media di circa 0,53 pym all’'anno) [1-3].
In particolare, nella regione maculare lo spessore retinico diminuisce di 0,26-0,46 ym all’anno
mentre il volume maculare di 0,01 mm? all’anno [2]. Lo spessore medio di 426+34,2 ym nei
soggetti giovani (sotto i 22 anni d’eta) si riduce a 261+£18,9 um nei soggetti anziani (sopra i 66
anni d’eta) [3]. Inoltre, lo strato delle fibre nervose diminuisce drammaticamente e in maniera
non uniforme attorno al disco ottico, riguardando soprattutto il settore superiore, con un declino
medio pari a 2,4 ym per ogni decade di eta [1,4]. Questa diminuzione si correla ad una
riduzione media delle cellule gangliari: dalle circa 400/mm? nei soggetti giovani (sotto i 22 anni
d’eta) alle circa 250/mm? negli anziani (sopra i 65 anni d’eta) [3]. Inoltre, con 'invecchiamento si
ha un significativo decremento anche della densita dei fotorecettori: i bastoncelli appaiono piu
vulnerabili rispetto ai coni e la perdita & piu pronunciata nella periferia retinica rispetto alla

regione maculare [5,6]. In macula la densita dei bastoncelli decresce fino al 30% con I'avanzare
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dell’eta, mentre la densita dei coni puo rimanere sostanzialmente invariata a meno che non si
sviluppi 'AMD. In corso di AMD iniziale, i bastoncelli parafoveali sono i primi ad andare incontro
a degenerazione e la loro perdita risulta superiore a quella dei coni in corrispondenza delle
medesime aree. Comunque, quando si perdono i bastoncelli anche i coni degenerano in seguito
a cambiamenti strutturali e biochimici del micro-ambiente, a tal punto che la disfunzione dei
primi pud servire come biomarker di rischio per la disfunzione dei secondi. Con l'avanzare
dell'eta si osserva, infine, una riduzione nella densita dei capillari, nelle connessioni
intercellulari, nei corpi sinaptici e nel contenuto proteico della retina sensoriale, che determina
un rimodellamento della retina [1,7]. E stato ipotizzato che I'invecchiamento si accompagni ad
un’attivazione di un set di geni coinvolti nella risposta inflammatoria locale.8 In particolare si &
osservato nei modelli animali un deterioramento della funzione della barriera emato-retinica
correlato ad un’attivazione del complemento, un upregulation dell’espressione delle
chemochine, un’attivazione della microglia ed un aumento di linfociti T attivi e di cellule
monocitarie attive [8,9]. Tutto cid contribuisce a creare uno stato di inflammazione cronica di
basso grado (definito “para-infiammazione” o “inflammaging”) stimolata da fattori endogeni di
stress. Nonostante lo scopo di questa para-infammazione sia quello di mantenere il piu
possibile 'omeostasi funzionale della retina, essa pud alla lunga cronicizzarsi e convertirsi in
uno stato infiammatorio conclamato qualora lo stress tessutale o il malfunzionamento
persistano per un periodo di tempo prolungato, come avviene nella retina invecchiata [10]. La
para-inflammazione cronica contribuisce alla patogenesi ed alla progressione di molte patologie
retiniche, compresa '’AMD. In particolare, studi piu recenti hanno sempre piu evidenziato un
coinvolgimento della microglia nella patogenesi dellAMD [11-13]. Con la senescenza, la
microglia riduce le sue capacita dinamiche (motilita, branching, lunghezza dei processi, etc.) e
diventa meno responsiva agli stimoli esterni ed alle alterazioni eta-correlate.12 Piu in generale,
il suo ruolo nel mantenimento delllomeostasi retinica puo risultare seriamente alterato con
'avanzare dell’eta [13]. NellAMD la distribuzione della microglia cambia radicalmente. La
microglia attivata migra negli strati retinici esterni fino agli spazi sottoretinici e, in alcuni casi,
crea contatti con i depositi drusenoidi vicini [14,15]. In alcuni modelli sperimentali in vivo e in
vitro, la microglia sembra essere responsabile delle precoci alterazioni delle cellule del’lEPR e
sembra essere la promotrice degli stimoli proinfiammatori e pro-angiogenici [14]. Quindi, la

traslazione della microglia agli strati retinici esterni potrebbe essere I'evento determinante per
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l'instaurazione del processo infiammatorio cronico correlato alla progressione del’AMD [16].

® Senescenza del’EPR

Le cellule del’EPR sono particolarmente predisposte all'invecchiamento, non essendo in grado
di dividersi ed essendo esposte ad elevati livelli di stress ossidativo durante il corso della vita.
Con l'avanzare dell’eta i prodotti di scarto vengono accumulati come granuli di lipofuscina nel
citoplasma medio e basale delle cellule del’EPR. Questi granuli (di circa 1 ym di diametro)
possono arrivare ad occupare fino al 19% del volume citoplasmatico in un soggetto ottantenne.
Nonostante la precisa origine e la complessa composizione della lipofuscina non siano ancora
del tutto chiarite, & stato dimostrato che A2E (N-retinylidene-Nretinyl-ethanolamine, componente
retinoide) costituisce uno dei componenti fluorofori principali. L’accumulo di lipofuscina é
maggiore al polo posteriore retinico, essendo direttamente correlato con la densita dei
bastoncelli (che ne costituiscono il substrato primario). La lipofuscina & un potente generatore
foto-inducibile di un range di specie reattive dell'ossigeno (reactive oxygen species, ROS), che
comprendono I'anione super-ossido, I'ossigeno singoletto, il perossido d’idrogeno e i perossidi
lipidici, e la sua fotoreattivita aumenta con linvecchiamento. Con l'eta diminuiscono i
melanosomi delle cellule del’lEPR mentre aumentano i complessi pigmentati, il che ridurrebbe
’'assorbimento della luce e/o dei componenti tossici e ioni metallici. Il fallito sequestro del ferro
libero porterebbe alla generazione dei ROS aumentando il potenziale danno ossidativo. Inoltre,
i melanosomi tendono ad unirsi con la lipofuscina generando i complessi di melano-liposcina.
Nonostante le cellule del’EPR di per s€ mostrino una maggiore resistenza allo stress ossidativo
rispetto ad altre cellule del corpo umano ed una vigorosa risposta adattativa, il punto debole di
questa tolleranza ossidativa sembra essere rappresentato dai mitocondri [17,18]. Con
l'avanzare dell’eta, si assiste ad una crescente disfunzione dei mitocondri conseguente al
danno del DNA mitocondriale (mtDNA) per 'aumentato stress ossidativo e per la sua ridotta
capacita di ripararsi [19-21]. Inoltre A2E, che si localizza anche nelle membrane mitocondriali, e
la disfunzione mitocondriale indeboliscono in maniera sinergica la fagocitosi da parte delle
cellule dellEPR [22,23]. La disfunzione mitocondriale determina una ridotta produzione di ATP,
un aumento del rilascio di ROS, una disregolazione nel flusso degli ioni calcio, ed un rilascio

sub-letale del citocromo C, e sembra svolgere un ruolo di primo piano non solo nella patogenesi
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del’AMD ma anche in numerose altre patologie croniche e neurodegenerative [24].

Inoltre, il sistema lisosomiale nelle cellule dellEPR ¢ altamente attivo nel degradare il carico
giornaliero dei segmenti esterni dei fotorecettori ingeriti €, come ovvio, la maggiore attivita
lisosomiale si concentra nella regione maculare [25,26]. Nonostante non sia ancora ben chiarito
se con l'invecchiamento diminuisca I'attivita lisosomiale, &€ dimostrato un aumento della fosfatasi
acida e della catepsina D correlato ad un aumento del numero di lisosomi associati coi granuli
di lipofuscina e coi complessi pigmentati [26,27]. Piu in generale, la disregolazione dei sistemi
lisosomiale e autofagosomico, intrinsecamente uniti e dipendenti fra loro, € parte fondamentale
del processo di invecchiamento retinico [28-30]. Infine, la capacita anti-ossidante del’lEPR
diminuisce con l'invecchiamento. In particolare, si riduce la presenza di carotenoidi e di vitamina
E a livello maculare, e diminuisce la capacita delle Heat Shock Proteins (HSPs, le quali, in
risposta allo stress, svolgono una funzione simile ai chaperones molecolari prevenendo
I'accumulo di aggregati cellulari di proteine denaturate e favorendo il corretto ripiegamento delle
proteine nascenti e mal piegate) di proteggere le proteine dal danno ossidativo [31-34]. Livelli
aumentati di HSPs si trovano nelle retine con AMD, a dimostrazione dell’elevato livello di stress
tessutale. L’autofagia € il principale meccanismo proteolitico per eliminare i componenti
danneggiati in risposta alle modificazioni del’AMD. L’inibizione dei proteosomi porta ad
accumulo perinucleare di proteine di membrana associate ai lisosomi (LAMP-2), di HSP70 e di
coniugati proteinaubiquitina nelle cellule del’EPR. | depositi laminari basali si accumulano tra la
membrana citoplasmatica dellEPR e la lamina basale dellEPR. Sono quasi invisibili
clinicamente. Consistono di materiale della membrana basale e collageno. Lo spessore di
questi depositi si correla con il grado di degenerazione dellEPR, di atrofia dei fotorecettori e di
perdita visiva. Sono depositi elastici che persistono perfino nelle aree di atrofia geografica e
cicatrici disciformi. Inizialmente possono essere anche il risultato dei tentativi di sopravvivenza
dellEPR sotto stress ossidativo. Man mano che aumenta lo spessore di questi depositi, si
separa la superficie basale del’lEPR dalla sua originaria membrana basale e dal rifornimento
del sangue coroideale, diminuendo cosi la permeabilita della membrana di Bruch. Piu
tardivamente, le cellule del’EPR raggiungono un punto critico in cui, diventando iperpigmentate,
ingrandite e smussate, e perdendo i loro microvilli, non sono piu in grado di supportare i
fotorecettori. Infine, questi depositi perdono il loro ancoraggio alla membrana basale e alle

cellule adiacenti spargendosi nello spazio sottoretinico o intraretinico.
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® Senescenza della membrana di Bruch

Con I'avanzare dell’'eta lo spessore e la fibrosita della membrana di Bruch aumentano e le
proiezioni intercapillari si dilatano [35,36]. Questo determina una riduzione della conduttivita
idraulica attraverso la membrana di Bruch, con un declino esponenziale dopo la quinta decade
di vita e piu rapido nella regione maculare rispetto alla periferia [37]. Marshall et al hanno
dimostrato una correlazione inversamente proporzionale tra la riduzione della conduttivita
idraulica e 'accumulo di detriti (proteine ad alto peso molecolare ma soprattutto lipidi) nella
membrana di Bruch [37-40]. La conseguente diminuzione del flusso di molecole tra la
circolazione coroideale e i fotorecettori pud portare, nei casi piu severi, ad atrofia cellulare [41].
Gia dopo i 30 anni d’eta la concentrazione delle metalloproteinasi (soprattutto MMP-2 e MMP-9)
aumenta nel tentativo di mantenere invariato lo spessore della membrana di Bruch durante i
processi d’invecchiamento [42]. Tuttavia, 'aumento degli aggregati che derivano dalla
polimerizzazione dei pro-enzimi di MMP-2 e MMP-9 pud determinare una maggiore
aggregazione tra le molecole ad alto peso molecolare all'interno della membrana, una

riduzione delle forme attive delle metalloproteinasi e quindi anche una riduzione del turn-over
della matrice extra-cellulare [43,44]. Inoltre, la formazione di questi complessi macromolecolari
riduce anatomicamente lo spazio disponibile per il passaggio di acqua attraverso la membrana
stessa [45,46]. Modelli sperimentali hanno dimostrato che il punto di maggiore resistenza alla
conduttivita idraulica corrisponde alla giunzione tra lo strato di collageno interno e lo strato di
fibre elastiche [40]. Nell’AMD é stato confermato un aumento significativo dei complessi ad alto
peso molecolare, una riduzione della concentrazione di enzimi attivi MMP-2 e MMP-9, ed un
aumento delle TIMP-3 nella membrana di Bruch rispetto alla popolazione anziana di controllo
[40,45]. Con 'avanzare dell’eta la membrana di Bruch diventa sempre pit una barriera lipofilica.
Inoltre, con l'invecchiamento la membrana di Bruch diventa piu fragile per la calcificazione, la
perdita dello strato di fibre elastiche e la formazione di cross-linking del collageno accelerata
dalla presenza dei prodotti di glicosilazione avanzata (advanced glycation-end products, AGE)
[35,47]. Gli AGE che si accumulano nella membrana di Bruch sono in grado anche di alterare
severamente il metabolismo cellulare del’EPR ostacolando la produzione di ATP, aumentando
lo stress ossidativo, inibendo I'espressione di geni anti-angiogenici e anti-infiammatori,

alterando I'attivita lisosomiale e 'accumulo intracellulare di lipofuscina, e aumentando
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I'espressione del VEGF [48-50]. Tipicamente, i detriti si accumulano tra la lamina basale
dellEPR e lo strato di collageno interno della membrana di Bruch sotto forma di depositi lineari
basali. Questi sono costituiti dai corpi membranosi rilasciati dalla membrana plasmatica basale
del’lEPR che non sono in grado di penetrare nello strato di collageno interno (che € lo strato
con maggiore resistenza alla conduttivita idraulica). Hanno un alto contenuto lipidico. Si
accumulano maggiormente al di sotto della fovea dove si ha la piu alta concentrazione di coni.
Man mano che aumentano di dimensione diventano visibili oftalmoscopicamente e prendono il

nome di drusen.

@ Senescenza della coroide e AMD

L’integrita anatomica della coroide € vitale per TEPR ed essenziale per la rimozione delle scorie
del ciclo visivo, soprattutto nella regione maculare. Ad oggi, il ruolo della coroide nella
patogenesi del’AMD appare ancora non chiaro e controverso. Avendo la regione maculare
un’abbondante circolazione coroideale e un’elevata tensione di ossigeno, i lipidi polinsaturi che
riccamente costituiscono i segmenti esterni dei fotorecettori e 'lEPR sono maggiormente
predisposti ad andare incontro a processi ossidativi.

Lo spessore della coroide si riduce progressivamente con l'invecchiamento: 15,6 um per ogni
decade di vita [52]. In alcuni soggetti non miopi, con I'eta lo spessore della coroide si riduce in
maniera piu pronunciata determinando un’atrofia coroideale con diffusa perdita dei vasi di
medio calibro e una riduzione della pigmentazione e della densita dei vasi di calibro maggiore,
soprattutto al polo posteriore. Questa nuova entita clinica € stata recentemente descritta da
Spaide e denominata “atrofia coroideale legata all’eta” (Age-Related Choroidal Atrophy,

ARCA). Pud portare ad un’atrofia secondaria del’EPR (in diagnosi differenziale con I'atrofia
geografica che si sviluppa nellAMD) [53]. Nonostante ’ARCA e I'atrofia geografica possano
manifestarsi insieme, queste due distinte entita cliniche non sono necessariamente associate
fra loro. Inoltre, I'associazione tra la riduzione dello spessore coroideale e 'AMD €& controversa:
alcuni studi evidenziano una riduzione del diametro e della densita dei vasi della coriocapillare
soprattutto negli stadi avanzati della patologia, [54,55] mentre altri non mostrano cambiamenti
significativi [54,55]. Il ridotto spessore della coroide sembra essere correlato ad una maggiore

presenza di depositi drusenoidi sottoretinici [56,57]. Piu in generale, non & stata dimostrata
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alcuna correlazione tra la riduzione dello spessore della coroide e la perdita della sua funzione
[58]. A tal proposito, pero, le piu recenti metodiche di imaging che consentono di studiare il
flusso coroideale in vivo (Doppler OCT, Phase-variance OCT, Angio OCT) potrebbero fornirci in
futuro maggiori informazioni funzionali sul’emodinamica dei singoli vasi della coroide e quindi
anche sul ruolo della coroide nella patogenesi del’AMD [52]. Con 'avanzare dell’eta aumentano
i depositi di MAC (Membrane Attack Complex) nella membrana di Bruch e nella coriocapillare
[59]. Questo determina, soprattutto nei soggetti con genotipo CFH ad alto rischio, una perdita
delle cellule endoteliali della coriocapillare e la formazione di vasi fantasmi [60]. Coleman et al
hanno dimostrato la presenza di ischemia coroideale, primariamente localizzata nello strato di
Sattler, in quasi tutti i casi di AMD secca [61]. Infine, dalla coroide si generano i neovasi che

differenziano la forma neovascolare di AMD dalle altre forme.

@ Associazione tra invecchiamento e AMD

Il pit grande fattore di rischio per sviluppare 'AMD é linvecchiamento stesso. Di per sé
I'invecchiamento biologico non € una patologia, ma piuttosto determina un progressivo aumento
della suscettibilita a sviluppare malattie. In particolare, la perdita della funzione mitocondriale,
'aumento delle specie reattive dell’ossigeno (ROS), il crescente danno ossidativo, 'accumulo di
lipofuscina, l'alterata risposta immunitaria e i cambiamenti della membrana di Bruch rendono la
retina piu suscettibile ai fattori ambientali come il fumo di sigaretta e la luce. L'invecchiamento e
'AMD creano cosi un circolo vizioso dove uno alimenta laltro. La lipofuscina, altamente
fotoreattiva, si osserva nelle drusen e nelle aree (hot spots all’autofluorescenza) ad alto rischio
di progressione per AMD. Il distacco dellEPR avviene come conseguenza diretta dell’laccumulo
di lipidi nella membrana di Bruch, il che impedisce il passaggio di liquidi al di fuori della retina.
Inoltre, 'aumentata concentrazione di lipidi, la calcificazione ed i cambiamenti nell'integrita
strutturale della senescente membrana di Bruch predispongono questa regione all’invasione di
macrofagi e neovasi. Oltre all'invecchiamento, la predisposizione genetica e l'alimentazione
sono i fattori determinanti per l'insorgenza di AMD. Modelli sperimentali animali hanno
dimostrato che manipolazioni genetiche o dietetiche provocano una patologia AMD-like nei topi

anziani ma non in quelli giovani [62,63].
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PATOGENESI DELL’AMD

La patogenesi dellAMD & multifattoriale. Sono infatti numerosi i fattori genetici, ambientali e
demografici che vi concorrono e che conferiscono al soggetto un aumentato rischio di
sviluppare la patologia. Le piu recenti teorie chiamano in causa:

* un crescente stress ossidativo a livello delle cellule del’EPR (con successivo danno
mitocondriale) e della coriocapillare;

* un insulto inflammatorio cronico alla membrana di Bruch, in cui gli inflammasomi giocano un
ruolo fondamentale;

+ un’alterata diffusione di nutrienti e ossigeno dovuto alla deposizione di matrice extra-cellulare

abnorme, all’accumulo di lipidi ed agli infiltrati cellulari.

L’epitelio pigmentato retinico in corso di AMD

Le cellule del’EPR infarcite di lipofuscina col tempo vengono fagocitate dalle cellule vicine.
Solitamente il fondo oculare mantiene un normale aspetto durante questo processo, ma negli
occhi piu anziani il numero di cellule perse puo essere tale da divenire visibile come un diffuso
chiazzamento di piccoli aggregati di pigmento o come un pattern microreticolare di piccole
linee, piu evidente allesame fluorangiografico. La progressione del’AMD ¢ strettamente legata
al grado di anomalie pigmentarie visibili nel fondo oculare, le quali si possono avere anche in

assenza di tipiche drusen [1,2].

® Anomalie pigmentarie dellEPR

La lipofuscina e i granuli di melanolipofuscina si accumulano nelle cellule del’EPR, che si
ingrandiscono e perdono la loro forma regolare. La superficie esterna o basale perde le sue
interdigitazioni (con una conseguente riduzione dell’area di superficie) e aumenta la
separazione dalla membrana basale con l'ispessimento dei depositi laminari basali e
I'accumulo di detriti membranosi. In alcuni casi le cellule vanno incontro a degenerazione
lipoidale [3].

Col tempo, le cellule diventano iperpigmentate per 'accumulo di materiale fagocitato, si

arrotondano fino a che rimangono solo pochi microvilli apicali tozzi e perdono cosi la loro
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capacita fagocitaria. La lipofuscina viene impacchettata all'interno di grandi cellule del’lEPR
danneggiate oppure di corpi legati alla membrana e si disperdono.

Le anomalie pigmentarie che ne conseguono possono essere classificate in biomicroscopia
come “aumentata pigmentazione” (o iperpigmentazione) e come “depigmentazione” (o
ipopigmentazione) [4]. L’iperpigmentazione focale si correla istologicamente ad aree localizzate
di ipertrofia delle cellule del’EPR. Le cellule iperpigmentate si possono associare in aggregati
(clumps; clumping dellEPR) e localizzare nello spazio sotto 'EPR, nello spazio sottoretinico o
migrare fino allo strato nucleare interno. Con I'avvento degli OCT di nuova generazione
(Spectral Domain OCT ed UltraHigh Resolution OCT) & stato possibile visualizzare e studiare
questi depositi iperpigmentati in vivo, i quali appaiono come aree con iperreflettivita moderata
o intensa corrispondenti all’iperpigmentazione in biomicroscopia [5-7].

Comunemente depositi iperpigmentati intraretinici si accumulano al di sopra delle drusen fino a
migrare talvolta anche negli strati retinici piu interni rispetto allo strato nucleare esterno.
L’ipopigmentazione focale si correla con cellule dellEPR depigmentate o con pigmentazioni
attenuate che circondano le cellule iperpigmentate [8]. Allo Spectral Domain OCT queste aree
mostrano un segnale di reflettivita attenuato da parte dello strato del’EPR.

La cascata di eventi che porta alle anomalie pigmentarie ed, in ultimo, all’atrofia sembra essere
sempre la stessa indipendentemente dalla causa. Quando una cellula del’EPR muore i prodotti
vengano fagocitati dalle cellule vicine. Queste cellule a loro volta si infarciscono di lipofuscina e
si arrotondano perdendo la loro capacita di fagocitare. Mentre le cellule vengono smaltite,
quelle vicine migrano e aumentano la propria area di superficie in un tentativo di mantenere
integra la barriera emato-retinica esterna. Questo determina cellule assottigliate e
ipopigmentate adiacenti alle aree di iperpigmentazione focale. Infine, queste cellule non
riescono piu ad allungarsi per riempire gli spazi vuoti ed inizia I'atrofia del’lEPR. In conclusione,
l'iperpigmentazione precede l'ipopigmentazione, che a sua volta & il preludio allo sviluppo di
atrofia [9].

Un’altra condizione in cui le anomalie pigmentarie precedono I'atrofia € il distacco del’EPR di
tipo drusenoide di lunga data (long-standing). Comunque, I'atrofia insorge solamente dopo che
la popolazione cellulare €& gia esaurita. Nei soggetti piu giovani con iperpigmentazione focale
correlata a drusen o nei pazienti con pattern dystrophies dellEPR, le aree di EPR

depigmentato possono rimanere presenti per molti anni senza progredire in atrofia.
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Il progressivo sconvolgimento del’EPR si accompagna a perdita dei fotorecettori con una
riduzione del numero di nuclei nello strato nucleare esterno. | segmenti interni tendono a
diventare piu corti ed assumere una forma bulbosa, mentre i segmenti esterni accumulano
detriti membranosi nella loro parte apicale.

Con la senescenza, la ialinizzazione e 'aumentata densita della membrana di Bruch si
estendono nei pilastri inter-capillari fino a circondare la coriocapillare. | capillari della coroide,
gia separati dall’allargamento dei pilastri intercapillari, si riducono ulteriormente e perdono le
loro fenestrazioni. Macrofagi, cellule giganti, fibroblasti e sporadici linfociti vanno ad occupare
gli spazi lasciati vuoti dai capillari della coroide lungo la superficie esterna della membrana di
Bruch [10]. Segmenti di membrana iniziano ad assottigliarsi e processi cellulari iniziano a
scindere ed avvolgere piccoli frammenti di membrane [11] | capillari della coroide nelle
vicinanze mostrano segni di attivazione e si formano neovasi inizialmente confinati nella coroide
[12]. Questa reazione infiammatoria cronica di basso grado (o para-infiammazione), che in parte
si sviluppa in risposta ai detriti membranosi rilasciati dal’EPR, si localizza spesso nella coroide
vicino ai punti di rottura della membrana di Bruch, e sembra essere il collegamento nella
cascata di eventi che portano alla formazione di neovascolarizzazione coroideale [13]. Per
questo motivo la ricerca di meccanismi che riducano la componente infiammatoria sono in corso

di studio per interferire con le vie patogenetiche di AMD avanzata (atrofiche e neovascolari).

@ Transdifferenziazione del’EPR

Viene definita “transdifferenziazione” la trasformazione di cellule appartenenti ad uno dei tre
foglietti embrionali in cellule di un altro foglietto embrionale. Come recentemente proposto, la
transdifferenziazione pud essere un processo importante nella patogenesi del’AMD [14-16]. La
transizione del’EPR da cellule epiteliali a cellule mesenchimali in risposta allo stress ossidativo
€ ben evidenziabile nella perdita della polarita, nel’aumentata capacita migratoria,
nell’invasivita, nell’elevata resistenza all'apoptosi e nellaumentata produzione di componenti
della matrice extracellulare [17]. Quando il processo di transizione &€ completo la membrana
basale si degrada e la nuova cellula mesenchimale migra via dallo strato di origine. Esistono
numerose pathways di apparente transdifferenziazione: “sloughed/intraretinal”,

“dissociated/subducted”, “entombed/melanctiche”.18 Tra queste, la transdifferenziazione
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“sloughed/intraretinal” ha un significato prognostico per la progressione verso atrofia geografica
e CNV [19]. Nell'atrofia geografica sono predominanti le morfologie shedding (sparse), sloughed
(mutate) e dissociated (dissociate). Nel’AMD le cellule del’EPR danneggiate possono seguire
due principali pathways di morte apparente:

1) morte per apoptosi (shedding; aggregazione di granuli);

2) migrazione anteriore intraretinica (sloughed).

Gli strati si disgregano, le cellule vanno incontro ad un processo di subduzione e lasciano
I'area atrofica. Numerose cellule EPR-derivate possono sopravvivere negli occhi con AMD
avanzata:

- subducted: originano dall’EPR dissociato presente nelle aree atrofiche; contengono granuli
di EPR e si disperdono lungo la membrana di Bruch; sono comuni nell’atrofia geografica e
nelle atrofie con depositi laminari basali (BLamD).

- cellule melanotiche: contribuiscono alla pigmentazione nera nelle cicatrici disciformi.

- entubulated: si trovano nel lume delle tubulazioni retiniche esterne.

Numerose cellule derivate dal’EPR sopravvivono alle fasi avanzate di AMD (dissociated ed

entombed).

AMD e inflammazione

L’AMD ¢ una delle patologie retiniche in cui I'infiammazione & piu fortemente implicata nella
Patogenesi [20]. | cambiamenti degenerativi delle cellule dellEPR attivano un circolo vizioso
che promuove lo sviluppo di un’infiammazione cronica nella retina e coroide. | cambiamenti
etacorrelati del sistema immunitario contribuiscono poi a questo processo distruttivo alterando
le funzioni delle cellule immunitarie. L’aumentato stress ossidativo, la ridotta proteostasi e
I'aumento della disfunzionalita sono solo alcuni dei fattori di stress che possono indurre
infiammazioni nelle cellule del’EPR senescente [21-24]. La contemporanea attenuazione dei
meccanismi protettivi, come le risposte anti-ossidanti ed i sistemi di riparo del DNA, amplificano
ulteriormente gli effetti distruttivi e promuovono la conversione di quella che dovrebbe essere
una risposta protettiva in un processo patologico cronico e deleterio.

Elevati processi ossidativi, autofagia stressata, aumentata exocitosi e transcitosi nelle cellule

del’EPR si associano alla formazione di drusen tra 'EPR e la membrana di Bruch. Inoltre,
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evidenze scientifiche suggeriscono che un’infiammazione cronica di basso livello e I'attivazione
del sistema del complemento giochino un ruolo primario nella formazione delle drusen. ||
materiale drusenoide isolato svolge da solo un ruolo pro-infiammatorio attraverso I'attivazione
di numerose pathways, tra cui quelle degli inflammasomi.

| recettori dellimmunita umorale vengono attualmente definiti Pattern-Recognition Receptors
(PRRs) cioeé recettori di riconoscimento di modelli/schemi/situazioni allo scopo di identificare
caratteristiche tipiche dei microbi. Sono espressi dalle cellule della “prima linea” di difesa
contro le infezioni (macrofagi, monociti, cellule dendritiche, neutrofili) ma anche cellule del
sistema immunitario adattativo. Comprendono i Toll-like Receptors (TLRs) e le lectine (CTLs)
che analizzano 'ambiente extracellulare e il compartimento endosomico per individuare gl
“schemi molecolari” associati alla presenza di patogeni (PAMPs). Esistono anche PRR
intracellulari che individuano segnali anomali citoplasmatici consistenti in acidi nucleici anomali
liberi (Alu RNA) ed iniziano una segnalazione comune che ha come evento finale I'attivazione
dei fattori trascrizionali NFkB e AP-1. Questi fattori a loro volta aumentano la trascrizione dei
geni di numerose citochine infammatorie e dei fattori trascrizionali che stimolano la produzione
di interferoni con il fine di produrre una risposta infammatoria e antivirale. Un tipo particolare di
PRRs intracellulari sono i NLR (NOD-like Receptors) che riconoscono i PAMPs e i segnali di
pericolo derivanti dall’'ospite (i cosiddetti Danger Associated Molecular Patterns). Questi si
assemblano in complessi ad alto peso molecolare detti inflammasomi che controllano la
maturazione e la secrezione di interleuchine come IL-18 e IL-1p3, le quali innescano a loro volta
la risposta infiammatoria al danno e infezione. | NLRs comprendono 22 geni umani divisi in tre
distinte sottofamiglie: i NOD, i NLRP e IPAF. Gli inflammasomi si assemblano per
autooligomerizzazione delle proteine NLRP1, NLRP3, IPAF e AIM, e reclutano le pro-caspasi-1
attivandole mediante autocatalisi proteolitica. A loro volta, le caspasi-1 attivano le citochine
infammatorie come IL-13 e IL-18 che vengono inizialmente sintetizzate come zimogeni inattivi.
Quindi gli stimoli infammatori iniziali inducono I'espressione delle forme inattive di alcune
citochine inflammatorie, ma la loro maturazione e secrezione sono controllate
dall'inflammasoma.

Nei pazienti con AMD é stata descritta per la prima volta nel 2012 una continua e sistemica
attivazione degli inflammasomi che & tossica per 'EPR [25-27]. In tutti gli studi finora pubblicati,

NLRP3 (NOD-like receptor family, pyrin domain-containing protein 3) & il recettore
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maggiormente coinvolto nella patogenesi e puo essere attivato da diversi agenti: lipofuscina,
componenti delle drusen (A2E e fibrille di B-amiloide), iperaccumulo di ferro, Alu RNA, sistema
del complemento, raggi UV-B, fumo, ATP extracellulare e ialuronato liberati dalle cellule
danneggiate. Una volta attivate dalle caspasi-1, I'lL-1 promuoverebbe la produzione di VEGF
favorendo cosi le neovascolarizzazioni, mentre I'lL-18, essendo inversamente correlata con la
quantita secreta di VEGF, risulterebbe protettiva nei confronti delle forme neovascolari e
dannosa per le forme atrofiche [28]. Tuttavia, ulteriori studi dovranno confermare queste prime

osservazioni.
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CLASSIFICAZIONE AMD

Nella classificazione del’AMD la coerenza nella terminologia e la precisa (e la piu possibilmente
semplice) distinzione dei diversi quadri clinici sono requisiti pit che mai indispensabili per
stabilire la corretta prognosi e per guidare I'oftalmologo nella scelta di trattamenti profilattici o
terapeutici adeguati. In letteratura sono state proposte numerose classificazioni del’AMD. Una
delle piu conosciute & quella delAge-Related Eye Disease Study (AREDS), basata a sua volta
sulla classificazione del Wisconsin Eye Disease Study Group, che ad oggi costituisce la
classificazione maggiormente utilizzata negli studi clinici ed epidemiologici [1,2]. Essa
comprende 4 categorie:

» Categoria 1 0 assente: poche o piccolissime drusen con diametro < 63 um.

+ Categoria 2 o forma iniziale (Early AMD): poche drusen di dimensioni intermedie (diametro
63+125 pm).

+ Categoria 3 o forma intermedia: numerose drusen di dimensioni intermedie con almeno una

di grosse dimensioni (diametro > 125 ym) oppure atrofia geografica del’EPR non coinvolgente il
centro della fovea in uno o entrambi gli occhi.

 Categoria 4 o forma avanzata (Late AMD): forma atrofica (atrofia geografica centrale)
del’EPR o della coriocapillare coinvolgente il centro della fovea, oppure neovascolarizzazione

coroideale, oppure perdita visiva dovuta ad AMD in almeno un occhio.

Piu recentemente & stata proposta una nuova classificazione clinica che, assieme alle
dimensioni delle drusen, tiene conto anche della presenza concomitante delle anomalie
pigmentarie del’EPR [3]. Clinicamente, le dimensioni delle drusen si possono confrontare con il
calibro delle vene situate al bordo del disco ottico (approssimativamente pari a 125 ym). Sulla
base delle loro dimensioni, quindi, le drusen si possono suddividere in:

* drupeletes (small drusen): diametro < 63 pym (meta del calibro delle vene al bordo del disco
ottico);

* drusen intermedie (medium): diametro = 63 ym e < 125 ym;

« grandi drusen (large): diametro = 125 um.

Le anomalie pigmentarie del’lEPR sono frequentemente associate alle drusen in tutte le forme

di AMD. Si definiscono come aree di iperpigmentazione o ipopigmentazione (focali o diffuse)
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presenti entro 2 diametri papillari (3000 um) dal centro della macula in occhi con drusen = 63
pum di diametro, e non dovute ad altre cause. Queste anomalie pigmentarie associate alle
dimensioni delle drusen rappresentano un fattore di rischio aggiuntivo per la progressione di
AMD avanzata a 5 anni. In particolare, questo rischio sale al 47,3% in caso di concomitanti
large drusen e anomalie pigmentarie bilaterali. Un’iperpigmentazione focale pud essere visibile
oftalmoscopicamente come conseguenza di:

- un aumentato contenuto intra-cellulare di melanina oppure di materiale fagocitato dalla
perdita delle cellule adiacenti;

- una proliferazione delle cellule dellEPR;

- una migrazione di cellule contenenti pigmento (cellule del’EPR oppure macrofagi che hanno
fagocitato melanina) nella retina neuro-sensoriale.

Focali aree di ipopigmentazione possono formarsi anche indipendentemente dalla presenza di
drusen per la focale perdita del’EPR o per il ridotto numero di granuli intra-cellulari di melanina.
La presenza di aree di iperpigmentazione focale costituisce un forte fattore di rischio associato
allo sviluppo di neovascolarizzazione coroideale, mentre la presenza di aree di
ipopigmentazione focale si associa piu frequentemente allo sviluppo di atrofia geografica.
L’International Age Related Macular Degeneration Epidemiological Study [4] ha suddiviso
invece 'AMD in due forme:

* AMD secca (dry) o atrofia geografica;

* AMD umida (wet o neovascolare o essudativa o disciforme).

Tuttavia molti pazienti vanno incontro a processi essudativi senza necessariamente manifestare
la presenza di neovasi. Per questo motivo, Lawrence Yannuzzi ha proposto una suddivisione

del’AMD in tre grandi gruppi:

1) AMD atrofica (né essudativa né neovascolare), che comprende la distrofia drusenoide
(denominazione usata comunemente quando le drusen rappresentano la lesione
predominante), le anomalie pigmentarie e tutte le forme di atrofia del’EPR e della coroide.
2) AMD essudativa, che comprende i distacchi del’lEPR (sierosi avascolari e di tipo
drusenoide) e i distacchi neurosensoriali pseudovitelliformi (associati alle drusen cuticulari

o0 ai depositi drusenoidi sottoretinici).
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3) AMD neovascolare, che comprende tutte le condizioni legate all'insorgenza di proliferazione
di neovasi retinici e coroideali [5]. Le drusen possono ovviamente associarsi a qualsiasi forma di

AMD.
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SCOPO DELLO STUDIO

Molti studi negli ultimi anni hanno dimostrato I'importanza delle cellule mesenchimali staminali e
del loro utilizzo nella medicina rigenerativa allo scopo di sviluppare nuove terapie nel
trattamento di patologie che comportano la perdita parziale o totale della funzionalita di un
organo o di un tessuto. Le cellule staminali isolate da tessuti adulti potrebbero essere utilizzate
a tale scopo, in quanto sono ad alto potenziale proliferativo, differenziativo ed a basso rischio di
trasformazione neoplastica.

Cio rappresenta una promessa per fornire soluzioni terapeutiche alle tante gravi patologie che
ancora non hanno trovato adeguate risposte, includendo la degenerazione maculare eta
correlata. Tale patologia comporta danni all’Epitelio Retinico Pigmentato (EPR), tessuto non
proliferante nell’adulto, con morte delle cellule mature dellEPR che comporta determinano la
perdita della vista totale o parziale in modo permanente.

Studi precedenti effettuati nel nostro laboratorio, hanno portato all’isolamento, alla
caratterizzazione e al differenziamento di cellule staminali mesenchimali isolate dall’Epitelio
Retinico Pigmentato RPESCS).

Tali cellule pero, in vivo, in corso di AMD, non sono in grado di differenziare in cellule mature
del’lEPR e riparare o ridurre il danno nel’lEPR stesso. Questo probabilmente & dovuto alle
alterazioni delle capacita proliferative e differenziative delle cellule mesenchimali staminali
eta/correlate, in conseguenza della risposta delle cellule dell’organismo dellinstaurarsi di un
ambiente pro-infiammatorio cronico che caratterizza il soggetto anziano.

Lo scopo di questo lavoro & stato quello di indurre le cellule staminali mesenchimali isolate
dall’epitelio retinico pigmentato in senescenza replicativa. Caratterizzare I'effettiva acquisizione
del fenotipo senescente in tali cellule quali: lunghezza dei telomeri, capacita replicativa,
espressione della beta-galattosidasi come marker di senescenza ed analizzare le alterazioni
morfologiche.

Confrontando cellule RPESCs giovani (passaggio3) con le stesse a passaggio 16 (senescenti),
in base alla capacita di esprimere marker di senescenza, di staminalita, EPR tessuto/specifici e
di acquisizione del fenotipo pro-infiammatorio cronico eta/correlato ci consente di determinare il
grado di alterazione delle capacita proliferative e differenziative.

Questo studio pud migliorare la conoscenza dei meccanismi molecolari che comportano un
alterazione delle capacita proliferative e differenziative delle RPESCs autologhe e identificare la

risposta di tali cellule in un microambiente caratterizzato da uno stato pro-infammatorio cronico.
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Materiali e Metodi

COLTURA DELLE RPESCs.

Le cellule mesenchimali staminali dell’epitelio retinico pigmentato (RPESCs), sono state isolate,
caratterizzate e mantenute in coltura come gia descritto nel nostro precedente lavoro [25]. Le
cellule RPESCs sono state mantenute in coltura utilizzando 'RPE medium [MEM-alpha
modificato aggiungendo L-glutamina 2mM, penicillina/streptomicina (1:100), 1% di Sodio
Piruvato, 10 % di siero fetale bovino], con utilizzo di Taurina, idrocortisone, triiodiotironina e N1
supplement (tutto ottenuta dalla Sigma-Aldrich, Milano, Italia). Le cellule sono state incubate a
37°C in un incubatore al 5% di CO2. Il mezzo di coltura & stato cambiato ogni tre giorni.

La senescenza replicativa & stata indotta coltivando le cellule dal passaggio 3 (RPESCs
giovani) al passaggio 18 (RPESCs senescenti). Le cellule vitali e le cellule morte sono state
contate ad ogni passaggio analizzandole con il colorante trypan blue ed utilizzando il contatore
automatico (tutto Thermo Fisher, Milano, Italia). Il valore di Population doublings (PD), come
indice di proliferazione, € stato ottenute tramite la seguente formula: PDs:lans PDs+log2

(collected cell number/seeded cell number).

ANALISI DELLA LUNGHEZZA DEI TELOMERI.
La lunghezza dei telomeri & stata identificata utilizzando il Relative Human Telomere Length
quantification qPCR assay kit (ScienCell Research Laboratories, San Diego, California)

seguendo il protocollo fornito dalla ditta produttrice.

ANALISI DELL’'ESPRESSIONE DELLA SA-B-GALATTOSIDASI (SA-B-GAL).
L’espressione del marker senescenza/associato SA-B-GAL & stato effettuato utilizzando il
Senescence B-Galactosidase Staining Kit (Cell Signaling Technology, Leiden The Netherlands),

seguendo il protocollo fornito dalla ditta produttrice.

SAGGIO DELL'IMMUNOFLUORESCENZA PER LA PHALLOIDIN

Il saggio per la Phalloidin Red & stato effettuato su cellule RPESCs ai primi passaggi
(passaggio 3), ai passaggi intermedi (passaggio 11 e 13) e sulle cellule senescenti (passaggio
16). Le cellule sono state fissate su vetrino utilizzando la PFA al 4%per 30 minuti, il blocco dei
siti aspecifici & stato fatto utilizzando la BSA (Bovine Serum Albumine) al 4% in PBS per 30
minuti ed in fine permeabilizzate in PBS contenente Tryton X100 allo 0,2% per 10 minuti (tutti i
reagenti ottenuti dalla Sigma-Aldrich). Di seguito la colorazione con TRIC-labeled phalloidin
(Sigma Aldrich) seguendo il protocollo fornito dalla ditta produttrice. | nuclei delle cellule sono
stati evidenziati utilizzando I’'Hoechst solution (Molrcular Probe, Thermo Fisher) per 10 minuti. |
vetriti sono stati montati con il copri oggetto utilizzando il Vectashield (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA).

SAGGIO ELISA PER IDENTIFICARE LA CONCENTRAZIONE DELLE CITOCHINE PRO-ANTI
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INFIAMMATORIE.

La concentrazione delle citochine pro- anti- inflammatorie e dei fattori di crescita relativi al
fenotipo senescente secretorio (IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13, INF-y, TNF-ae TGFf-) € stata
misurata nel sopranatante utilizzando uno specifico kit della ditta Qiagen seguendo il protocollo
fornito dalla ditta stessa (Multi-Analyte ELISArray kit, Qiagen, Vienna Austria). La densita ottica
a 450 nm ¢é stata determinata utilizzando il Multiscan Go (Thermo Fisher). La concentrazione
delle citochine & stata identificata in pg/ml per comparazione con I'assorbanza ottenuta dagli

standard. Ogni esperimento & stato ripetuto tre volte.

ESTRAZIONE DELL'RNA TOTALE.

L’RNA totale ¢ stato isolato dai pellet cellulari utilizzando il kit Perfect Pure RNA Cell and Tissue
(5 Prime, Hamburg Germany). La concentrazione e il grado di purezza del’lRNA & stato
determinato utilizzando il NanoDrop One Spectrophotometer (Nano Drop Technologies inc.,
Wilmington DE, USA). L'RNA estratto & stato conserveto a -80°C fino al suo utilizzo. Circa 300
ng del’RNA é stato retrotrascritto in cDNA utilizzando il Go Script Reverse Transcription System
(Promega, Milano, Italia).

SAGGIO DELLA REAL TIME PCR QUANTITATIVA (Q-RT-PCR).

La Real time PCR, per identificare il grado di espressione di geni specifici, & stata allestita
utilizzando il Master Cycle (Eppendorf, Hamburg, Germany) e la EVA Green PCR Master Mix
(Bio-Rad, Milano, Italia), seguendo il protocollo definito dalla ditta produttrice. Tutti i campioni
sono stati testati in triplicato e il risultato validato confrontando I'espressione dei geni di
interesse con quella dei geni di riferimento quali B-actin e RPLO. Tutte le sequenze dei primers
utilizzati sono riportati nei lavori Mariotti C 2015 e Amadori S 2010.

Il livello di espressione genica & stato riportato utilizzando il metodo del 2 *¢!, dove ACt = Ct
(gene di interesse) — Ct (B-actin o/e RPLO) e A(ACt) = ACt (RPESCs senescenti) — ACt
(RPESCs giovani). | valori di espressione genica relativa sono stati riportati come media +/- la
deviazione standard di tre indipendenti esperimenti.

PCR ARRAY.

| PCR Arrays (consentono di analizzare simultaneamente I'espressione di oltre 90 geni coinvolti
in specifici processi cellulari. Su ciascun pozzetto della piastra da 96 geni, sono presenti
(“spottati”) i primers specifici per un determinato gene del pathway di interesse.

Dopo aver retro trascritto 1ug di RNA totale in cDNA utilizzando “RT? First Strand Kit”
(QIAGEN), esso viene aggiunto alla RT? gPCR Master Mixes (SA-BIOSCENCES), e distribuita
sulla 96 wells della Human Senescence RT? Profiler™ PCR Array (SA-BIOSCENCES),
seguendo il protocollo della ditta fornitrice. Abbiamo utilizzato I'Array per I'espressione di mRNA
relativi a circa 84 geni correlati con la senescenza La quantita del trascritto del gene di interesse
€ normalizzata rispetto alla quantita del trascritto di un gene housekeeping, GADPH
(gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi o RPLPO (ribosomal protein, large, P0). Al termine della
reazione di Real Time PCR, cambiamenti nell'espressione relativa dei geni sono stati analizzati
tramite I'equazione 2 *°!, dove ACt = Ct (gene di interesse) — Ct (B-actin o/e RPLO) e A(ACt) =
ACt (RPESCs senescenti) - ACt (RPESCs giovani).
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ESTRAZIONE DELLE PROTEINE ED ANALISI DEL LORO LIVELLO DI ESPRESSIONE
TRAMITE WESTERN BLOT.

Le proteine sono state estratte da pellets cellulari si circa 1X108 cellule/campione, utilizzando il
RIPA Buffer con aggiunta degli inibitori delle proteasi (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA USA). | campioni sono stati lisati nello specifico buffer per 45 minuti a 4°C, poi centrifugati a
14.000 rpm per 15 minuti a 4°C. Il sovranatante contenente le proteine & stato conservato a
-20°C. Utilizzando il sistem Mini Gel della Thermo Fisher, i campioni sono stati denaturati,
caricati su gel ed e stata effettuata la corsa elettroforetica, il successivo trasferimento delle
proteine su membrana di cellulosa e il blocco dei siti aspecifici seguendo il protocollo della ditta
produttrice. La membrana & poi incubata con gli anticorpi primari e secondari (anti-p21, anti-
p53, anti-GAPDH e goat-anti-mouse, forniti dalla Santa Cruz Biotechnology). La rilevazione
delle specifiche bande sulla membrana & stata effettuata con il Clarity Western ECL substrate
Kit (Bio-Rad). Il segnale & stato identificato e quantizzato utilizzando I'Alliance Mini (UVITEC
Cambrige, Cambrige, UK), utilizzando il GAPDH come segnale di controllo ed analizzando i
livelli di espressione tramite il Software UVITEC. L’intensota della & stata comparata con il
controllo negativo e le variazioni di espressione riportate in percentuale.

ANALISI STATISTICA.

Il risultati sono espressi sempre come media +/- deviazione standard di tre indipendenti
esperimenti. Il paire-sample t-test & stato identificato come test statistico e il software SPSS
20.0 & stato utilizzato per tutte le analisi. | valori di P < 0.05 sono stati considerati come

significativi.
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RISULTATI

Senescenza replicativa delle cellule mesenchimali del’EPR umano (RPESCs)

Le RPESC sono state isolate, caratterizzate e coltivate come descritto in un precedente lavoro
del nostro gruppo [25]. Le cellule sono state isolate da un occhio sano da un donatore di 21
anni. Tutti gli esperimenti sono stati condotti utilizzando 3 diversi lotti di cellule a crescita
esponenziale al terzo passaggio (confluenza circa il 75%) in cui & stata indotta la senescenza.
La senescenza replicativa € stata documentata al sedicesimo passaggio (P16) dalla
proliferazione arrestata, dall'aumento dell'attivita f-galattosidasi (SA B-gal) e dalla riduzione
della lunghezza dei telomeri. In particolare, il tasso di proliferazione delle RPESC & aumentato
bruscamente da P2 a P11 e si & stabilizzato a P13; la crescita si & fermata al P18 (Figura 1 A).
Come illustrato nella Figura 1 B, la proporzione di cellule B-gal-positive & aumentata
significativamente (P <0,05) da 6 + 0,04% nelle cellule giovani (P3-P6) a 80 + 12,1% nelle
cellule senescenti (P15-P18). La lunghezza dei telomeri & diminuita da 14 kb a P3 a 4 kb a P16
(Figura 1 C). La colorazione TRIC-phalloidin ha dimostrato che le RPESC senescenti avevano

una morfologia piu piatta e allargata rispetto alle cellule giovani (Figura 1 D).
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Acquisizione del fenotipo secretorio delle RPESC senescenti

L'acquisizione di SASP da REPSC senescente ¢ stata determinata analizzando un gruppo di
molecole proinfiammatorie: interleuchina (IL)-6, interferone (INF) -y, TNF-a, IL-12 e fattore di
crescita trasformante 3 (TGF)1 - nelle RPESC giovani ( P3) e senescenti (P16). L'analisi &
stata estesa mediante determinazione dei livelli delle molecole anti-infiammatorie IL-4, IL-10 e
IL-13. I risultati di ELISA hanno indicato che le RPESC senescenti secernono livelli piu elevati di
IL-6, IL-12, IL-17, TNF-a, TGFB1 e INF-y rispetto alle giovani RPESC (Figura 2 AF), riflettendo
uno stato proinfiammatorio e acquisizione di SASP. Hanno anche secreto livelli piu bassi di

diverse molecole anti-infiammatorie, tra cui IL-4, IL-10 e IL-13, rispetto ai giovani RPESC

(Figura 2 G-I).
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Espressione di staminalita, riprogrammazione e geni specifici per RPE in RPESC giovani
e senescenti

Nel nostro studio abbiamo studiato I'espressione di geni specifici per RPE (OTX2, PEDF, PAX®6,
RPEG65, MITF e CRALBP), staminalita e riprogrammazione (SOX2, KLF4 e c-MYC) nelle
RPESC giovani e senescenti mediante gRT-PCR. Come mostrato nella Figura 3A, i due gruppi
di cellule hanno mostrato livelli di espressione simili di SOX2, KLF4 e c-MYC, mentre i RPESC

senescenti hanno mostrato una riduzione dell’espressione di OTX2, PEDF, PAX6, RPEGS5,
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MITF e CRALBP (Figura 3B).
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Determinazione dei livelli di mRNA di geni associati alla senescenza in RPESC giovani e
senescenti con PCR Array

L'espressione dei geni associati alla senescenza in RPESC senescenti e giovani & stata
misurata analizzando i loro livelli di mRNA utilizzando Cellular Senescence RT2 Profiler PCR
Array (PAHS, Qiagen). La gliceraldeide 3-fosfato deidrogenasi (GAPDH) e la proteina
ribosomale, grande, PO (RPLPO) sono stati usati come controlli interni per normalizzare i livelli
di espressione genica.

Quindici geni correlati alla senescenza cellulare umana erano espressi quattro volte di piu nelle
RPESC senescenti rispetto a quelle giovani: 8 geni, ALDH1A3 (aldeide deidrogenasi 1 membro
della famiglia A3), CDKN1A (inibitore della chinasi dipendente dalla ciclina 1A, p21), CDKN2A
(inibitore della chinasi ciclina-dipendente 2A, P16INK4), IGFBP3 (proteina legante il fattore di
crescita insulino-simile 3), IRF5 (fattore regolante interferone 5), SERPINB2 (membro 2 della
famiglia Serpin, PAI2), SERPINE1 (membro 1 della famiglia serpin, PAI1) e THBS1
(trombospondina 1), erano sovraregolati (Figura 4A), mentre 7 geni, CCNA2 (ciclina A2),
CCNBH1 (ciclina B1), CDC25C (ciclo di divisione cellulare 25C), CDK2 (chinasi ciclina-
dipendente 2), EGR1 (Early growth response 1), TXB2 (T-box 2) e PIK3CA (fosfatidilinositolo-

4 ,5-bisfosfato 3-kinasi subunita alfa catalitica), erano sottoregolati (Figura 4B).
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Espressione della proteina p21 e p53 in RPESC giovani e senescenti

L'analisi Western blot ha dimostrato che le proteine p21 e p53 erano significativamente
sovraregolate in senescenza rispetto alle RPESC giovani (Figura 5A) e che nelle cellule a
passaggio intermedio (P11) erano sottoregolate rispetto a RPESC sia giovani che senescenti. |
risultati dell'analisi densitometrica e della normalizzazione all'espressione di GAPDH (Figura
5B) sono stati confermati mediante PCR real time, che ha dimostrato che I'mRNA di p21 e p53
era sovraregolato in senescenza (P16) rispetto alle RPESC giovani (P3) (Figura 5 C e D). Al
contrario, le RPESC al P11 hanno mostrato un maggiore mRNA di p21 e p53 e livelli proteici

inferiori rispetto ai giovani RPESC (P3).
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DISCUSSIONE

L'infiammazione legata all'eta € un importante fattore di rischio nel processo di invecchiamento.
L'AMD é una causa molto comune e irreversibile di perdita visiva grave negli anziani nei paesi
sviluppati [1]. Ha un'eziologia multifattoriale, in cui I'eta avanzata e la predisposizione genetica
sono i fattori di rischio piu forti [2,3]. Sebbene i meccanismi coinvolti nella sua patogenesi non
siano chiari, sono stati segnalati processi infammatori che svolgono un ruolo chiave nel suo
sviluppo e nella progressione, come nel caso di altre patologie legate all’eta [4]. Dati recenti
hanno fornito supporto all'ipotesi che le cellule senescenti si accumulino nell’'epitelio pigmentato
del primate [5]. Le cellule senescenti si accumulano con l'invecchiamento nei tessuti e negli
organi umani, favorendo lo sviluppo e la progressione delle patologie dellinvecchiamento;
I'esposizione delle cellule a stress ricorrenti o cronici, incluso lo stress ossidativo, pud anche
determinare il loro accumulo [6, 7]. Il nostro gruppo ha recentemente caratterizzato una
popolazione simile a cellule staminali derivata dallRPE umano [8] come RPESC (cellule
progenitrici RPE). In particolare, le MSC entrano in senescenza replicativa dopo un numero
limitato di divisioni cellulari, un fatto che deve essere considerato in esperimenti che
coinvolgono colture cellulari, specialmente nelle indagini sugli approcci di medicina rigenerativa.
Gli effetti dell'invecchiamento, della senescenza e dello stress ossidativo possono indurre la
perdita della differenziazione e del potenziale proliferativo nelle MSC adulte, compresi le
RPESC [8]. Le cellule senescenti acquisiscono il SASP e rilasciano varie proteine, incluse le
molecole proinfiammatorie, contribuendo cosi alle ARD e alla morbilita associata [9]. Sebbene
le RPESCs umani siano state identificate come una popolazione di cellule staminali, non sono
in grado di differenziarsi in cellule RPE mature, sostituendo quelle perse a causa di AMD. Nel
nostro studio precedente abbiamo isolato, coltivato e caratterizzato RPESCs dal RPE umano e
studiato il loro potenziale di differenziazione [10]. Nel presente lavoro, l'induzione della
senescenza replicativa in RPESC ha portato a riduzione del potenziale di differenziazione
proliferativa e multilineare, acquisizione di SASP e rilascio di proteine inflammatorie che
potrebbero essere coinvolte nello sviluppo e nella progressione dellAMD. Le RPESC
senescenti mostravano un accorciamento della lunghezza dei telomeri e una caratteristica

morfologia ampia e appiattita. Queste cellule hanno anche acquisito la colorazione per SA B-gal
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e hanno mostrato sovraregolazione della proteina p21 e p53 rispetto alle giovani RPESC. Le
protein p21 e p53 sono componenti fondamentali del meccanismo di senescenza, in quanto
svolfgono un ruolo fondamentale come regolatori delle funzioni delle cellule staminali [11]. Le
RPESC senescenti esprimevano livelli piu alti di quei mMRNA associati ai geni della senescenza
rispetto alle loro controparti giovani. Questi geni, che includono CDKN1A (p21), IGFBP3,
SERPINE1 e SERPINB2, sono stati implicati nel mantenimento dei meccanismi di senescenza
cellulare replicativa e indotta da stress [12, 13]. Inoltre, SERPINE1 (PAI1) € responsabile della
diminuzione della degradazione della matrice extracellulare (ECM) attraverso l'inibizione
dell'attivazione della metalloproteasi, un meccanismo che pud essere coinvolto nell'accumulo di
ECM nel RPE dei pazienti affetti da AMD [14]. L'arresto irreversibile della crescita delle RPESC
senescente & stato confermato dalla riduzione dell’espressione dei geni coinvolti nella
progressione del ciclo cellulare, inclusi CCNA2, CCNB1 e CDK2 [39, 40]. E stato riportato che i
fattori di trascrizione SOX2, KLF4 e c-MYC svolgono un ruolo regolatore nell'auto-rinnovamento
delle cellule staminali. E interessante notare che questi geni specifici delle cellule staminali
hanno mostrato un livello di espressione simile in RPESCs giovani e senescenti, mentre i geni
specifici per RPE (RPE65, MITF, OTX2, PAX6, CRALBP e PEDF) erano sottoregolati in
RPESC senescenti. Questi dati suggeriscono che nonostante la loro perdita di potenziale di
differenziazione durante la senescenza, la capacita di riprogrammazione di queste cellule &
preservata. Le cellule senescenti sono metabolicamente attive e rilasciano alte concentrazioni
di citochine proinfiammatorie, chemochine, fattori di crescita e proteasi nel mezzo di coltura
[15]. Le RPESCs senescenti (P16) secernono concentrazioni piu alte di IL-6, IL-12, IL-17, INF-y,
TNF-a e TGFB1 rispetto alle RPESC giovani. IFN-y, TNF-a e IL-17 sono coinvolti nelle vie di
risposta inflammatoria Th1 e Th17 [16]. Un recente studio del compartimento delle cellule T
CD4 + nei pazienti con AMD ha scoperto che queste cellule svolgono un ruolo proinfiammatorio
IFN-y- e IL-17-dipendente [17]. E probabile che tali citochine proinfiammatorie svolgano un
ruolo chiave nella patogenesi dellAMD e il loro effetto potrebbe essere rafforzato da RPESC
senescenti. E interessante notare che le citochine proinfiammatorie possono indurre
I'attivazione della risposta allo stress antiossidante nelle cellule mature di RPE, come riportato
in uno studio in cui sono state attivate vie antiossidanti protettive in cellule RPE mature trattate
con agenti ossidanti e coltivate con terreno condizionato con cellule mononucleate di sangue

periferico o con IFN-y / TNF-a [18]. Inoltre, le citochine proinfiammatorie derivate da cellule T
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erano in grado di indurre nelle cellule mature di RPE la produzione e la secrezione di piu
chemochine, che possono influenzare I'omeostasi immunitaria nella retina [19]. Infatti, vi sono
prove crescenti di un ruolo del sistema immunitario adattativo nella patogenesi dellAMD
neovascolare. Diversi studi hanno affrontato il ruolo cruciale dei macrofagi nello sviluppo della
neovascolarizzazione coroideale [20, 21, 22] e dei cambiamenti atrofici nella retina AMD [23],
ed é inoltre stata descritta un'associazione tra AMD e attivita sistemica dei leucociti [24]. Singh
e collaboratori hanno dimostrato che il decremento correlato all'eta nella frequenza Th1
osservato nei controlli sani € assente nei pazienti affetti da AMD, poiché la percentuale di
cellule T CD4 + che esprimono CCR6 era significativamente ridotta nei pazienti con AMD non
essudativa ed essudativa [25]. Ci sono anche evidenze che l'espressione di CCR2 nei monociti
circolanti possa avere un ruolo nello sviluppo dellAMD neovascolare [26]. Inoltre, sono stati
descritti una differenziazione e un invecchiamento delle cellule T significativamente accelerati
nel compartimento delle cellule T CD8 + dei pazienti con AMD neovascolare [27]. Per quanto
riguarda il fenotipo pro / antinfiammatorio di RPESC senescenti, il presente studio ha rilevato
una significativa sottoregolazione delle citochine anti-inflammatorie IL-4, IL-10 e IL-13 in queste
cellule. Un'aumentata o analoga espressione di queste citochine & stata riportata nel siero e
nell'umore acqueo di pazienti con AMD rispetto ai controlli [28, 29], probabilmente a causa
dell'acquisizione da parte di RPESC senescenti di uno specifico fenotipo associato alla
senescenza proinfiammatoria e alla downregulation di citochine anti-infiammatorie in vitro.
Questo studio & preliminare e come tale soffre di alcune limitazioni. La senescenza replicativa &
stata indotta in vitro in RPESC isolate dall'occhio di un singolo giovane donatore sano. Ci si
aspetta che I'esame di campioni da pazienti affetti da AMD invecchiata e soggetti sani fornisca
informazioni sullo stato proinflammatorio senescente di RPESC negli anziani e sul loro ruolo
nella patogenesi della malattia. Sarebbe anche interessante studiare gli effetti degli agenti
ossidanti su RPESC giovani e senescenti dal RPE maturo in termini di induzione dell'apoptosi o
attivazione di vie anti-ossidanti anti-infiammatorie. Complessivamente, i risultati attuali indicano
che i RPC possono subire una senescenza replicativa, che influisce sulla loro capacita di
proliferazione e differenziazione. Inoltre, gli RPESC senescenti hanno acquisito il SASP, che
probabilmente altera il microambiente infiammatorio del RPE durante lo sviluppo e la
progressione di AMD. Una maggiore comprensione del ruolo di RPESCs nella patogenesi di

AMD & necessaria per trovare i mezzi per controllare la malattia e modulare la sua
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progressione.
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