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La maggior parte delle cellule eucariotiche in coltura, dopo un limitato numero di divisioni
intraprende un arresto di crescita definito senescenza cellulare o invecchiamento. La relazione tra
invecchiamento e apoptosi ¢ a tutt'oggi sconosciuta. Infatti, se ¢ vero che in animali vecchi
sottoposti a stress genotossici la risposta apoptotica ¢ attenuata, un gran numero di dati dimostra una
correlazione tra disfunzioni mitocondriali, stress ossidativo e invecchiamento in tutti i viventi.
Durante l'invecchiamento aumenta la concentrazione di macromolecole danneggiate dallo stress
ossidativo, mitocondri aberranti e aumenta la percentuale di cellule che vanno in apoptosi.

Lo studio della relazione tra invecchiamento e apoptosi ¢ complicata dalla difficolta di trovare
modelli sperimentali.

Infatti, poiché tale ricerca in ambito clinico richiede tempi lunghi, ¢ molto costosa ed ¢ limitata da
problemi etici, I’impiego del lievito S. cerevisiae fornisce una valida alternativa.

L'invecchiamento cellulare studiato in S. cerevisiae puo essere di tre tipi. Il primo, denominato RLS
(Replicative Life Span), ¢ una misura del numero di eventi mitotici che una cellula madre subisce
prima della senescenza e puod fornire un buon modello per lo studio dell'invecchiamento di cellule
proliferanti (i.e. cellule staminali). Il secondo, denominato CLS (Chronological Life Span), ¢ la
misura della percentuale di cellule vitali in colture liquide in fase stazionaria e pud rappresentare un
modello d'invecchiamento per cellule in tessuti post-mitotici.

Il terzo, denominato invecchiamento Clonale (CILS — clonal life span) permette lo studio
dell’invecchiamento della singola cellula isolata dalle altre per micromanipolazione e fatta crescere
da sola. Questo processo evita I’interferenza sulla crescita da parte delle altre colonie (Mazzoni et
al., 2012).

In lievito ¢ stato dimostrato che cellule invecchiate, sia nel RLS e nel CLS, mostrano i tipici
marcatori cellulari dell'apoptosi, indicando che in questo microrganismo esiste una stretta relazione
tra invecchiamento e apoptosi (LAUN et al., 2001, HERKER et al., 2004). Inoltre, lo stress
ossidativo svolge un ruolo chiave in tutti e tre i processi (MADEO et al. 1999).

Oltre ai tipici marcatori cellulari dell’apoptosi, nel lievito S. cerevisiae sono stati identificati geni
omologhi sia degli esecutori che degli inibitori dell’apoptosi nei mammiferi, come per esempio una
caspasi, un AIF (Apoptosis Inducine Factor), un Endonucleasi G, la serin proteasi OMI e la IAP
(Inhibitor of Apoptosis Protein) BIRI. Inoltre, sono state descritte in lievito stimoli sia extracellulari
che intracellulari in grado di indurre la morte cellulare programmata (FALCONE and MAZZONI,
20016;).



Queste considerazioni, insieme con la disponibilita della sequenza completa del genoma e la facilita
di manipolazione genetica e molecolare, fanno del lievito un ottimo sistema modello per lo studio di
processi che possono interferire con la normale regolazione del processo dell’apoptosi e
dell’invecchiamento (BREITENBACH et al., 2003; MADEO et al., 2004).

Gli obiettivi di questa ricerca sono lo studio di geni coinvolti nell’invecchiamento e nel processo
apoptotico osservato in lievito. Si vogliono inoltre creare dei modelli sperimentali di malattie umane
tramite 1’espressione dei geni coinvolti in cellule di lievito, allo scopo di studiare la progressione
della malattia in un modello cellulare piu semplice e per avere una piattaforma volta allo screening
di molecole con attivita terapeutiche. Le molecole selezionate potranno essere utilizzate per ulteriori
studi in modelli avanzati.
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Stato delle conoscenze e referenze (max 4000 car.):

In lievito ¢ stato dimostrato che cellule invecchiate, sia nel RLS e nel CLS, mostrano i tipici
marcatori cellulari dell'apoptosi, indicando che in questo microrganismo esiste una stretta relazione
tra invecchiamento e apoptosi (LAUN et al., 2001, HERKER et al., 2004). Inoltre, lo stress
ossidativo svolge un ruolo chiave in tutti e tre i processi (MADEO et al. 1999).

Anche se ¢ ormai chiaro che il lievito puo effettivamente subire un suicidio cellulare, Ila
terminologia corrispondente per descrivere questo processo multiforme rimane eterogenea e
potenzialmente errata. Quindi, seguendo le indicazioni del Comitato per la Nomenclatura sulla
morte cellulare (NCCD) e adattandole alle particolarita di S. cerevisiae, la comunita di ricerca sulla
morte cellulare in lievito ha recentemente proposto dei criteri unificati per la definizione di casi
accidentali, regolati e forme programmate di morte cellulare in lievito basate su una serie di criteri
morfologici e biochimici (CARMONA GUTIERREZ et al., 2018).

In lavori precedenti, abbiamo dimostrato che tutti mutanti di S. cerevisiae con ridotta attivita di
decapping degli mRNA vanno in apoptosi quando raggiungono la fase stazionaria (MAZZONI e
FALCONE 2001; MAZZONI et al. 2003a; MAZZONI et al. 2003b). Il fenomeno apoptotico
osservato nel mutante Kllsm4A1 ¢ caspasi-dipendente dal momento che la delezione di YCAI, che
codifica la metacaspasi di lievito, previene la frammentazione mitocondriale e la rapida morte
cellulare durante I'invecchiamento delle colture (MAZZONI et al. 2005a). Inoltre, la proteina tronca
Kllsm4Alp non ¢ in grado di associarsi ai P-bodies (MAZZONI et al., 2007).

I mutanti nel decapping degli mRNA mostrano un'aumentata sensibilita all'acqua ossigenata e
all'acido acetico, noti induttori dell'apoptosi, ¢ a droghe quali la caffeina, il benomy] e il calcofluoro
(MAZZONI et al. 2003a).

L'aumentata sensibilita del mutante Kllsm4A1l ad agenti che inducono I'apoptosi ha reso questo
ceppo uno strumento interessante sia per l’isolamento di geni coinvolti nella morte cellulare
programmata (MAZZONI et al. 2005; MAZZONI et al., 2009: PALERMO et al., 20015), sia come
piattaforma per saggiare I’effetto di molecole o composti naturali sull’invecchiamento (PALERMO
et al., 2012; STIRPE et al., 2017).



Sono disponibili anche mutanti nei singoli geni coinvolti nel processo di morte cellulare
programmata che sono stati utilizzati per 1’espressione di geni umani selvatici o loro forme mutate
(PALERMO et al., 2013; MUSCOLINI et al., 2011; REINA et al., 2010; DE PINTO et al., 2010).
Inoltre, il lievito pud essere usato come una piattaforma per la scoperta di farmaci anti-
invecchiamento. Ad esempio, gli studi basati sul lievito hanno portato alla scoperta del resveratrolo
o della spermidina come potenziali agenti anti-invecchiamento.

Infine, il lievito viene attualmente impiegato come modello per ricreare malattie legate
all’invecchiamento, come per esempio le malattie neurodegenerative (Sampaio-Marques B et al.,
2019).
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