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riproduzione. 

 

 

Introduzione 

Di recente, una nuova classe di composti lipidici ad alta attività biologica, gli 

endocannabinoidi, si sono imposti all’attenzione dei ricercatori per la loro capacità di regolare, sia 

in vitro che in vivo, diversi processi cellulari. L’azione degli endocannabinoidi si esplica attraverso 

l’attivazione di recettori cellulari ed è sottoposta ad un “controllo metabolico” che dipende dai 

livelli endogeni di tali composti, risultato di un regolato equilibrio tra le attività di sintesi e di 

degradazione. Nell’insieme, gli endocannabinoidi, i loro recettori e gli enzimi che ne regolano il 

metabolismo formano il “sistema endocannabinoide”. Scopo del progetto di ricerca è quello di 

valutare il ruolo del sistema endocannabinoide nella regolazione dell’espressione genica utilizzando 

modelli cellulari umani. 

 

Gli Endocannabinoidi 

 

Molti composti di origine naturale sono dotati di attività biologica che si esplica tramite 

recettori di membrana sulle cellule bersaglio, ai quali si legano per stimolare la risposta cellulare. I 

cannabinoidi (ed in particolare il principio più attivo, il �-9-tetraidrocannabinolo, THC) sono 

composti di origine vegetale estratti dalla canapa (Cannabis sativa), i cui bersagli molecolari sono i 

recettori cannabici di tipo 1 e di tipo 2 (CB1 e CB2). Entrambi questi recettori sono stati scoperti 

più di 4000 anni dopo il primo utilizzo degli estratti di canapa in medicina popolare, che aveva 

riconosciuto gli effetti benefici del THC per molte condizioni di alterazione della salute. Poco più di 

dieci anni fa si è scoperta nei tessuti animali (incluso l’uomo) l’anandamide, un piccolo composto 

lipidico capace anch’esso di attivare i recettori CB1 e CB2. In breve tempo si sono trovati altri 

composti lipidici dotati della stessa capacità, chiamati nell’insieme “endocannabinoidi” in analogia 

con le “endorfine”, cioè gli attivatori naturali dei recettori oppioidi. 

 

L’Anandamide (arachidonoiletanolamide, AEA) appartiene ad un’importante classe di lipidi 

endogeni che include amidi ed esteri di acidi grassi polinsaturi a catena lunga, comunemente 

chiamati “Endocannabinoidi” (1, 2). L’AEA è rilasciata da neuroni depolarizzati, da cellule 

endoteliali e dai macrofagi (3), e mima gli effetti farmacologici del ��9-tetraidrocannabinolo, il 

principio attivo di hashish e marijuana (4). L’AEA extracellulare si lega ai recettori cannabici di 

tipo 1 e 2 (CB1R and CB2R) (4) esplicando in tal modo molteplici effetti a livello del sistema 

nervoso centrale e periferico (2, 3). Inoltre, l’AEA è coinvolta nell’attivazione dei recettori vanillodi 

di tipo 1 (oggi chiamati recettori vanilloidi potenziali transienti) in un sito intracellulare (5, 6). I 

livelli endogeni di AEA sono controllati in maniera strettamente coordinata attraverso l’ingresso 

cellulare mediato da un putativo trasportatore di membrana (AMT) (7, 8)  e la sua degradazione da 

parte dell’idrolasi  delle ammidi degli acidi grassi (FAAH) (9). Invece, il punto di controllo della 

sintesi dell’AEA è la fosfolipasi D N-acil-fosfotidiletanolamina (NAPE-PLD) che rilascia l’AEA on 

demand a partire dalla membrana (10). Un’acquisizione importante della ricerca negli ultimi mesi è 

il fatto che l’attività biologica dell’AEA subisce un “controllo metabolico”, vale a dire che dipende 

essenzialmente dai livelli endogeni del composto, piuttosto che da una modulazione della sensibilità 

dei suoi bersagli molecolari. In particolare, la FAAH sembra essere il perno di questo controllo 

metabolico, al punto che topi transgenici nei quali il gene codificante l’enzima è stato eliminato 

(“topi knockout”) hanno livelli di AEA circa 15 volte più alti dei topi normali. 

Un altro endocannabinoide di grande interesse è il 2- arachidonoilglicerolo (2-AG), di cui 

sono stati recentemente caratterizzati specifici enzimi metabolici (11, 12) ed è ancora oggetto di 

numerosi studi volti a interpretare il suo significato fisiologico (13). Insieme l’AEA e il 2-AG, con 

tutte le altre componenti che legano e metabolizzano tali sostanze, costituiscono il sistema 



endocannabinoide (ES) (3, 14). Un ES pienamente funzionale è stato virtualmente trovato in tutti i 

tessuti ma soprattutto è stato dimostrato un ruolo di rilievo a livello del sistema nervoso centrale 

(15). Nel sistema periferico gli endocannabinoidi giocano un ruolo cruciale nella modulazione dei 

sistema nervoso autonomico, riproduttivo, endocrino e immunitario (16, 17, 18, 19). Recentemente, 

l’attenzione è stata focalizzata su un possibile ruolo dell’AEA e degli altri endocannabinoidi nella 

regolazione della crescita cellulare e del differenziamento. Sempre più evidenze indicano l’AEA 

come segnale proapoptotico in numerosi tipi cellulari (20, 21). E’ stato mostrato che l’AEA sia in 

grado di attenuare la sensazione di dolore prodotta da un danno chimico a tessuti cutanei, 

suggerendo un ruolo per il ES nel controllo del dolore (22, 23). In un recente studio del nostro 

gruppo abbiamo mostrato che i cheratinociti umani possiedono un ES funzionale che li rende in 

grado di legare e metabolizzare l’AEA; inoltre, il ES è coinvolto nel controllo del differenziamento 

epidermico attraverso un meccanismo dipendente da CB1R (24). Fra le diverse attività dell’AEA 

nei tessuti periferici, la regolazione della fertilità ha destato grande interesse (25). Esistono diversi 

lavori che indicano un ruolo degli endocannabinoidi nella regolazione del sistema riproduttivo 

femminile. Ad esempio, è stato dimostrato che l’espressione della FAAH è sotto il controllo di 

segnali di fertilità, come il progesterone e la leptina (26). Inoltre, l’utero di topo contiene la più alta 

quantità di AEA trovata nei diversi tessuti (Paria and Dey, 2000). Recentemente, è stato proposto un 

coinvolgimento del sistema endocannabinoide nella regolazione del sistema riproduttivo maschile. 

Infatti, i testicoli di ratto sintetizzano AEA (Sugiura et al., 1996), e questo composto è stato rilevato 

a concentrazioni nanomolari nel plasma seminale umano (Schuel et al., 2002a). Nel topo, è stata 

dimostrata la presenza di CB1R nelle cellule di Leydig, dove questo recettore è coinvolto nella 

secrezione di testosterone (Wenger et al., 2001), mentre le cellule del Sertoli nel topo possiedono 

CB2R, AMT e FAAH (Maccarrone et al., 2003b), che potrebbero essere coinvolte nella regolazione 

dello sviluppo delle cellule germinali. Il coinvolgimento dell’AEA nella regolazione delle funzioni 

spermatiche richieste per la fertilizzazione è stato proposto anche nell’uomo (Schuel et al., 2002b; 

Rossato et al., 2004), anche se le basi molecolari di questa regolazione rimangono ancora 

sconosciute. 

Nonostante sia noto che l’amministrazione cronica del ∆
9
-tetrahydrocannabinol, il principio 

attivo del cannabis, diminuisce la secrezione di testosterone e riduce la produzione, la mobilità e la 

vitalità degli spermatozoi (Hall and Solowij, 1998), e che induce impotenza nei ratti maschi 

(Murphy et al., 1994), non è ancora ben chiaro il ruolo del sistema endocannabinoide nella 

regolazione della fertilità maschile (Paria and Dey, 2000; Park et al., 2003; Maccarrone and 

Finazzi-Agrò, 2004). Il legame dell’AEA ai recettori CB presenti negli spermatozoi del riccio di 

mare riduce la loro capacità di fecondazione (Chang et al., 1993; Schuel et al., 1994), e omogenati 

interi di questi animali sono capaci di convertire N-arachidonoil-fosfatidiletanolamina (NArPE) in 

AEA (Bisogno et al., 1997). Lo sperma eiaucolato dei mammiferi, a differenza degli animali 

inferiori, deve andare incontro ad una maturazione funzionale, in modo da essere in grado di 

fecondare l’oocita. Lo sperma acquisisce la capacità di fecondazione nel tratto genitale femminile, 

dove, dopo diversi cambiamente fisiologici, diventano “capacitati” (Yanagimachi, 1994). In seguito 

alla capacitazione, gli spermatozoi subiscono diversi cambiamenti nella testa, rendendoli in grado di 

legare la zona pellucida e subire la reazione acrosomiale, e nel flagello, facilitando la mobilità 

spermatica iperattivata. Il controllo di questo processo cruciale coinvolge l’attività dell’adenilato 

ciclasi (Parrish et al., 1994), la fosforilazione di diverse proteine spermatiche (Visconti et al., 1995; 

1998), l’aumento del pH dello sperma (Zeng et al., 1996) e cambiamenti della concentrazione 

intracellulare di ioni (Fukami et al., 2003; Wennemuth et al., 2003), della fluidità di membrana 

(Harrison, 1997;  Gadella and Harrison, 2000), del metabolismo e della mobilità (Suarez and Ho, 

2003). Comunque, risultano ancora da chiarire la sequenza di questi cambiamenti e, in particolare, i 

meccanismi regolatori locali che permettono alla capacitazione di avvenire solo quando lo 

spermatozoo si trova in prossimità dell’oocita. 

L’attivazione di diversi geni nei cheratinociti richiede che la struttura della cromatina si apra 

e che specifiche regioni di promotori vengano demetilate nel genoma. Variazioni nello stato 



generale del livello di metilazione  in cellule differenziate e proliferanti è stato studiato in un certo 

numero di modelli (30, 31), ed è stato visto che il DNA dei cheratinociti differenziati contiene una 

quantità minore di 5-metilcitosine rispetto ai cheratinociti non differenziati (32). Inoltre, sostanze in 

grado di inibire la metilazione del DNA (ad esempio la 5-azacitidina, 5AC) e la deacetilazione degli 

istoni (ad esempio il sodio butirrato, NaB) inibiscono da un lato la crescita e dall’altro promuovono 

il differenziamento dei cheratinociti (33, 34, 35). Il nostro gruppo ha precedentemente riportato che 

nei cheratinociti differenziati si trovano bassi livelli di AEA, dovuti ad aumentati livelli di 

degradazione del lipide da parte della FAAH e del suo trasporto attraverso l’AMT. Inoltre, abbiamo 

dimostrato che l’AEA esogena inibisce in vitro il differenziamento dei cheratinociti, portando a una 

riduzione dell’involucro corneo e dell’attività transglutaminasica (24). D’altra parte, è stato visto 

che gli endocannabinoidi regolano la neuritogenesi, la crescita degli assoni e la sinaptogenesi in 

neuroni differenziati (36, 37), generando l’idea che gli endocannabinoidi siano coinvolti in un 

generale meccanismo segnale di regolazione della proliferazione e del differenziamento cellulare. 

Questo progetto si propone di valutare i meccanismi molecolari influenzati dagli endocannabinoidi, 

e in particolare dall’AEA, nel controllo del livello di metilazione critico nell’attivazione e nel 

silenziamento genico . In particolare, andranno investigati gli effetti dell’AEA esogena a livello 

della regolazione dell’espressione genica dei cheratinociti umani differenziati. 

 

La Metilazione nella fertilità 

 

 Durante lo sviluppo degli organismi multicellulari, le diverse cellule seguono differenti 

programmi di espressione genica sostanzialmente regolati da modificazioni epigenetiche come la 

metilazione del DNA e le modificazioni degli istoni (1,2). Nello sviluppo normale o in situazioni 

patologiche, alcune cellule vanno incontro ad una generale “riprogrammazione” epigenetica che 

stabilisce lo schema di espressione finale che la cellula seguirà. Nella fecondazione si assiste a due 

fasi distinte di riprogrammazione epigenetica: durante la gametogenesi e nello sviluppo pre-

impianto. Il genoma delle cellule germinali primordiali (semplici cellule somatiche all’inizio) 

subisce una demetilazione del DNA a seguito della quale il genoma dei gameti è metilato de novo e 

acquisisce il suo imprint finale. Durante la fase di reimpianto avviene una demetilazione passiva del 

DNA e una ulteriore riorganizzazione delle modificazioni istoniche. Se il genoma paterno è sempre 

attivamente demetilato, il genoma materno appare epigeneticamente più stabile. La metilazione 

dunque, diventa un meccanismo fondamentale nel passaggio dalla totipotenza verso il corretto 

inizio dell’espressione genica embrionale e dello sviluppo stesso dell’embrione. Riprogrammazioni 

aberranti portano a gravi squilibri e spesso sono alla base delle     

 

 

OBIETTIVI  

 

L’attività di ricerca che il nostro gruppo si propone di svolgere in modo integrato è 

riconducibile a tre linee principali che procederanno in maniera sequenziale: 

1. Valutare i livelli di espressione di diversi geni, come le cheratine e le 

transglutaminasi, al fine di costruire una mappa dettagliata di regolazione del 

macchinario molecolare cellulare in seguito al trattamento con AEA esogena; 

2. Seguire le modalità di variazione dello stato di metilazione della cromatina nel 

genoma e in geni specifici dopo trattamento con AEA in cheratinociti trattati; 

3. Valutare se l’azione dell’AEA passi attraverso modificazioni nella metilazione del 

DNA dei geni coinvolti e se tali modificazioni siano dipendenti dai recettori 

cannabici di tipo 1 (CB1R) o se esse risultino da interazioni dirette dell’AEA con le 

metilasi cellulari (DNMT). 

 

 



 

METODOLOGIE 

 

Le metodologie d’avanguardia impiegate per il progetto richiedono l’uso di composti 

radioattivi, di anticorpi e di reagenti chimici speciali per microscopia, biologia molecolare, 

cromatografia ad alta prestazione, filtrazione ultrarapida, real-time PCR e tecniche enzimologiche. 

 

RISULTATI ATTESI 

 

Dai risultati sperimentali dovrebbero risultare 1) meglio definiti alcuni aspetti fondamentali 

del processo di espressione genica in relazione allo stato di metilazione osservato, e 2) chiarito il 

ruolo degli endocannabinoidi (diretto o mediato) nella regolazione dei livelli di metilazione. 

L’importanza della metilazione del Dna nella fertilità 
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