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introduzione e obiettivo

Il glaucoma primario ad angolo 
aperto	 (POAG)	 è	una	malattia	
neurodegenerativa a lenta progressione 
che coinvolge le cellule ganglionari 
retiniche	 (RGC),	 per	 arrivare	 ad	
interessare quelle del nucleo genicolato 
laterale e quindi l’area visiva della 
corteccia cerebrale1. L’innalzamento 
della	pressione	 intraoculare	 (IOP)	 è	 il	
principale fattore di rischio conosciuto 
per l’insorgenza e la progressione del 
POAG,	 e	 l’unico	bersaglio	 terapeutico	
attualmente riconosciuto2, sebbene 
sia noto che la normalizzazione della 
IOP	non	arresta	 la	 progressione	
della malattia. Infatti, in ciascuno 
dei principali studi randomizzati sulla 
progressione del glaucoma quali 
l’Advanced Glaucoma Intervention 
Study	 (AGIS)3-4,	 il	Collaborative	Normal	
Tension	Glaucoma	Study	 (CNTGS)5,6, 

il	Collaborative	 Initial	Glaucoma	
Treatment	 Study	 (CIGTS)7	 e	 lo	 Early	
Manifest	Glaucoma	Trial	 (EMGT)8 si 
è verificata una progressione della 
malattia nonostante un abbassamento 
significativo	della	 IOP.	 Inoltre,	 è	
noto che molti pazienti mantengono 
una	 IOP	 superiore	 alla	 norma	
per molti anni senza sviluppare 
glaucoma9.	 Perciò	 la	 riduzione	della	
IOP	 sembra	 essere	una	 condizione	
necessaria, ma non sufficiente per 
un adeguato controllo della malattia 
glaucomatosa. A fianco delle terapie 
ipotensive è allora stata proposta la 
neuroprotezione come trattamento 
complementare all’abbassamento della 
IOP,	 allo	 scopo	di	 ridurre	 la	 perdita	
delle	 RGC	dovuta	 ai	molteplici	 eventi	
tossici che si possono verificare a 
loro carico10-11. Tra questi eventi, un 
ruolo importante sembrano averlo 
i mitocondri, che nel nervo ottico 
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si affollano principalmente nella 
porzione preliminare non mielinata 
degli	 assoni	 delle	 RGC12.	Questi	
mitocondri sono esposti ad un 
possibile danneggiamento da parte 
delle radiazioni luminose, che vengono 
assorbite da enzimi mitocondriali 
come i citocromi e le flavina ossidasi, 
generando specie reattive dell’ossigeno 
(ROS)	 e	 stress	ossidativo	 che	possono	

mettere a rischio la sopravvivenza delle 
RGC	che	 si	 trovino	 in	una	 condizione	
di sofferenza come può avvenire nel 
glaucoma o nelle neuropatie ottiche 
ereditarie13.	 Perciò,	 la	 protezione	dallo	
stress ossidativo mitocondriale può 
essere un fattore importante per 
preservare	 la	 vitalità	delle	 RGC	 in	
situazioni patologiche che ne abbiano 
già compromesso la capacità di 
recupero.
Forskolin,	 omotaurina	 e	 carnosina	
(Fig.	 1)	 sono	 tre	 composti	 naturali	
le cui proprietà li rendono adatti 
a sostenere il metabolismo delle 
RGC,	migliorandone	 le	 capacità	di	
sopravvivenza in condizioni di stress 
ossidativo. Forskolin, un labdano 
diterpene estratto dalle radici della 
pianta	 coleus	 forskohlii,	 è	 un	 attivatore	
recettore-indipendente della adenilato 
ciclasi14, e in grado perciò di stimolare 
la produzione della neurotrofina 
BDNF	da	parte	di	 astrociti15 e cellule 
endoteliali16,	 nonché	 l’espressione	del	
relativo	 recettore	 TrkB	 sulle	 RGC17. 
L’omotaurina è un analogo della 
taurina (un aminoacido modificato, 
in cui il gruppo acido invece che 
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fig. 1
Struttura	

molecolare 
di	 forskolin,	

omotaurina e 
carnosina.

fig. 2
Schema	

della catena 
respiratoria 

mitocondriale 
dove si 

evidenziano 
i bersagli 

molecolari di 
rotenone e 

sodio azide.
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essere un acido carbossilico è un 
acido solfonico), che ha dimostrato 
attività di neuroprotezione nelle 
strutture della neuroretina, quali 
fotorecettori	 e	 RGC18. L’omotaurina 
funziona da agonista del 
neurotrasmettitore acido gamma-
amino‑butirrico	 (GABA)19, di cui è 
nota l’attività di neuroprotezione20, 
mentre inibisce l’attività del 
recettore	NMDA	per	 il	 glutammato19, 
laddove una sovrastimolazione 
del	 recettore	NMDA	 risulta	 in	 un	
accumulo di radicali liberi con 
effetto neurotossico21. La carnosina 
è un dipeptide degli aminoacidi 
beta-alanina e istidina, e si trova 
naturalmente concentrato nel tessuto 
muscolare ed in quello cerebrale. 
Anche la carnosina contribuisce 
a ridurre la eccitotossicità da 
glutammato sia in vitro che in vivo 
nei neuroni cerebrali, contrastando 
efficacemente la produzione 
mitocondriale	 di	 ROS	 indotta	 da	
rotenone22. 
In questo studio abbiamo perciò 
voluto verificare se una miscela di 
queste tre molecole fosse in grado di 
contrastare gli effetti citotossici dello 
stress ossidativo mitocondriale indotti 
da trattamento con sodio azide 
(inibitore del complesso mitocondriale 
citocromo-ossidasi) o rotenone 
(inibitore del complesso mitocondriale 
NADH	deidrogenasi)	 (Fig.	 2)	 su	
una linea cellulare murina con 
caratteristiche	 simili	 alle	 RGC	 (RGC5).
I risultati ottenuti indicano in effetti 
una migliore sopravvivenza delle 
RGC5	al	 trattamento	 coi	 due	 agenti	
citotossici quando la combinazione di 
forskolin,	 omotaurina	 e	 carnosina	 era	
presente nel terreno di coltura.

metodoLogia

Forskolin,	 omotaurina	 e	 carnosina	
(Truffini	&	Reggè,	Milano)	 erano	
solubilizzati	 in	DMSO	ad	una	
concentrazione 100/200 volte 
superiore alle due concentrazioni 
finali	 utilizzate	 (low:	 forskolin	5	μM,	
carnosina	30	μM,	omotaurina	100	
μM;	high:	 forskolin	10	μM,	 carnosina	
60	μM,	omotaurina	200	μM).	
La	 linea	 cellulare	di	 ratto	RGC523 
è stata mantenuta in vitro come 
monostrato in un terreno di coltura 
DMEM	arricchito	 con	glucosio	25	mM	
e siero fetale bovino al 10% e con 
antibiotici (penicillina e streptomicina), 
in atmosfera controllata al 95% di 
aria	 e	5%	di	CO2	e	 alla	 temperatura	
di	 37°C.	 In	queste	 condizioni	 il	 tempo	
di duplicazione delle cellule è di circa 
24	ore.	Colture	 confluenti	 venivano	
staccate dal substrato con tripsina/
EDTA,	 e	propagate	 ad	un	 rapporto	
di	 1/8.	Cento	microlitri	 di	 questa	
sospensione, contenente circa 5.000 
cellule, erano anche seminate in 
ciascun pozzetto di una piastra da 
96 pozzetti per i saggi sperimentali. 
Dopo 24 ore dalla semina, il terreno 
di coltura era supplementato con 
la	miscela	di	 forskolin‑omotaurina	
e carnosina alle due dosi previste, 
e dopo un’ora venivano aggiunte 
anche	 le	dosi	 di	 sodio	 azide	 (5	mM)	
o	 rotenone	 (1	μM).	Dopo	altre	24	
ore di incubazione, le cellule erano 
colorate col colorante vitale resazurina, 
che le cellule metabolicamente ed 
energeticamente attive convertono 
nel composto fluorescente resorufina, 
che può essere quantificato 
spettrofotometricamente (eccitazione a 
530 nm, emissione a 590 nm)24.
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risuLtati

Nel primo esperimento si è valutato 
se l’aggiunta al terreno completo di 
coltura delle due dosi prescelte (high 
e	 low)	della	 associazione	di	 forskolin,	
omotaurina e carnosina poteva 
interferire con la crescita o alterare 
lo	 stato	metabolico	delle	 RGC5	 in	
coltura.	 La	 figura	3	mostra	 che	né	
l’associazione,	 né	 il	 forskolin	da	 solo	 a	
5	o	10	μM	modificava	nelle	 25	ore	 la	
crescita delle cellule neuronali.
Nel secondo esperimento le cellule 
RGC5	 sono	 state	 trattate	 con	
rotenone	1	μM,	un	noto	 inibitore	del	
complesso I della catena respiratoria 
mitocondriale, e in grado di indurre 
la	morte	per	 apoptosi	 delle	 RGC525. 
La figura 4 mostra infatti che il 
trattamento con rotenone riduce 
di circa il 30% la vitalità cellulare, 
e	 che	né	 il	 forskolin	da	 solo	 (a	5	
o	10	μM),	 né	 l’associazione	 alla	
dose più bassa erano in grado di 
contrastare quest’azione citotossica. 
Somministrando	 invece	 l’associazione	
alla dose più alta, si otteneva un 
efficiente e statisticamente significativo 
effetto di attenuazione del danno, con 
una vitalità cellulare che si rialzava 
in modo significativo intorno a valori 
dell’85%.
Nel terzo esperimento è stata utilizzata 
la sodio azide come agente citotossico, 
per la sua proprietà di inibire il 

complesso	 IV	 (citocromo	ossidasi)	 della	
catena respiratoria mitocondriale26. 
La figura 5 indica che un po’ di più 
del	 30%	delle	RGC5	 subisce	 apoptosi	
dopo le 24 ore di trattamento, e 
anche	 in	questo	 caso	né	 il	 forskolin	da	
solo	 (a	5	o	10	μM),	 né	 l’associazione	
alla dose più bassa potevano 
contrastare quest’azione citotossica. 
Il trattamento in presenza della dose 
più alta dell’associazione esitava invece 
in un significativo incremento della 
sopravvivenza, che si attestava intorno 
all’85%.

discussione

La neuroprotezione è un nuovo 
paradigma terapeutico che si 
sta affermando nel trattamento 
coadiuvante di quelle patologie 
neurodegenerative (la maggioranza) 
per cui non esiste una cura ed un 
preciso bersaglio terapeutico, quali 
malattia di Alzheimer, morbo di 
Parkinson,	 corea	di	Huntington,	
sclerosi laterale amiotrofica, e 
glaucoma primario ad angolo 
aperto. La mancanza di un bersaglio 
terapeutico è dovuta ad una ancora 
incompleta conoscenza dell’eziologia 
di	 queste	patologie.	 Più	 recentemente,	
si sta facendo strada l’ipotesi di 
un coinvolgimento dei mitocondri 
nell’insorgenza e progressione delle 
patologie neurodegenerative27-29, 
incluse quelle retiniche30 e lo stesso 
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fig. 3
Prove	di	

citotossicità: 
Forskolin	 da	

solo o in 
combinazione 
con	Carnosina	
e Omotaurina 

non altera 
lo stato 

metabolico e 
di crescita delle 

cellule	 RGC5.

fig. 4
La presenza 

in coltura 
della dose alta 

dell’associa-
zione	 Forskolin‑

Omotaurina-
Carnosina	

riduce 
significativa-

mente la 
mortalità delle 
cellule	 RGC5	

indotta da 
rotenone.
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glaucoma31. In particolare, nella 
malattia di Alzheimer alterazioni della 
catena respiratoria mitocondriale 
appaiono giocare un ruolo 
determinante nell’instaurarsi della 
patologia32-33. La citocromo-ossidasi è 
un enzima critico in questi eventi34, 
e la sua specifica intossicazione con 
sodio-azide produce un eccesso 
di radicali liberi, diminuisce il 
metabolismo energetico aerobico e 
causa danno eccitotossico, innestando 
una spirale neurodegenerativa che 
provoca sintomi simili alla malattia 
di Alzheimer nel modello animale 
sperimentale26, 35. È interessante notare 
a questo proposito che spesso la 
malattia di Alzheimer si accompagna 
a difetti della visione di origine 
retinica, quali appunto glaucoma o 
degenerazione maculare36.	 Peptidi	 e	
citochine caratteristici della malattia 
di Alzheimer si ritrovano nell’umore 
acqueo37 e nel liquido cerebro-spinale 
in correlazione alla progressione 
del glaucoma38, e sembrano poter 
contribuire alla morte per apoptosi 
delle	RGC39.	Modelli	 sperimentali	
animali mostrano che trattamenti 
volti a ridurre la presenza dei peptidi 
amiloidi40 o a contrastare il danno 
ossidativo mitocondriale41 riducono 
rispettivamente la perdita neuronale in 
modelli di glaucoma40 o di Alzheimer41.
Perciò,	 in	questo	 lavoro	 sperimentale	
abbiamo voluto valutare se la 
combinazione di tre molecole con 

attività di neuroprotezione fosse 
in grado di proteggere cellule con 
caratteristiche simili ai neuroni 
retinici	 (linea	RGC5)	da	un	danno	
mitocondriale causato da due noti 
agenti citotossici quali la sodio azide 
e il rotenone. I risultati ottenuti 
mostrano	un’assenza	di	 tossicità	 (Fig.	
3) e un chiaro effetto neuroprotettivo 
(Fig.	 4	 e	5)	 dell’associazione	di	
forskolin,	 omotaurina	 e	 carnosina	
alla dose più alta provata nei 
confronti dell’apoptosi indotta dalla 
intossicazione mitocondriale. 
È interessante notare che l’effetto 
si ottiene dall’associazione, mentre 
il	 forskolin	da	 solo,	 anche	 alla	
dose	più	 alta	di	 10	μM,	non	è	 in	
grado di contrastare efficacemente 
nessuno dei due agenti citotossici. 
Il	 forskolin	 infatti	 è	 dotato	di	 un	
modesto potere antiossidante, e la 
sua attività principale risiede nella 
attivazione della adenilato ciclasi che, 
attraverso	 la	produzione	di	 cAMP,	
regola in maniera tessuto-specifica 
molteplici funzioni cellulari, tra cui 
nel polmone anche la produzione di 
enzimi antiossidanti quali superossido-
dismutasi	 (SOD),	 catalasi,	 glutatione	
(GSH)	 e	glutatione	perossidasi	 (GPx)42. 
D’altra parte, l’attività della adenilato 
ciclasi è essenziale per la sopravvivenza 
delle	RGC43. Infatti, nelle cellule 
neuronali	 retiniche	 forskolin	 è	 in	grado	
di incrementare l’espressione della 
neurotrofina	BDNF	da	parte	degli	
astrociti15 e di modulare l’espressione 
in membrana del relativo recettore 
TrkB17, meccanismo questo di rilevante 
importanza nel glaucoma ipertensivo 
dove	 si	 suppone	 che	 l’elevata	 IOP	
provochi uno strozzamento a livello 
della lamina cribrosa attraverso cui 

FIGURA 5 
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5fig. fig. 5
La presenza 
in coltura 
della dose alta 
dell’associazione 
Forskolin‑
Omotaurina-
Carnosina	 riduce	
significativamente 
la mortalità delle 
cellule	 RGC5	
indotta da sodio-
azide.
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transita il nervo ottico, determinando 
anche un rallentamento del flusso 
assonale di neurotrofine e quindi di 
stimolazione	autocrina	delle	RGC44-

46.	 Forskolin	potrebbe	perciò	 attivare	
un meccanismo paracrino dagli 
astrociti15 e dalle cellule endoteliali16, 
supplendo così alla carenza di flusso 
assonale.	Questo	meccanismo	 però,	
rilevante in vivo, non sembra esserlo 
nella	monocultura	 di	 RGC5	 in	
vitro, soggetta a stress ossidativo 
mitocondriale da rotenone o sodio 
azide. 
L’aggiunta di omotaurina e carnosina 
è in grado di rendere la miscela 
neuroprotettiva nei confronti del 
danno mitocondriale. 
L’omotaurina, che si distingue dalla 
taurina per avere un carbonio extra 
nella catena, è stata principalmente 
studiata nella malattia di Alzheimer 
per la sua capacità di legare 
l’amiloide beta (Aß) solubile, 
riducendo quindi la formazione degli 
aggregati insolubili neurotossici47. 
L’attività neuroprotettiva 
dell’omotaurina è dimostrata in vitro 
in colture d’organo di ippocampo di 
ratto, dove è in grado di contrastare 
la neurotossicità indotta dai depositi 
di Aß48, e in vivo dove riduce i 
depositi di Aß nel cervello di topi 
transgenici	 TgCRND848. Un recente 
studio clinico (Alphase) conferma 
i precedenti risultati, indicando 
una minor perdita di volume 
dell’ippocampo nei pazienti con 
Alzheimer trattati con omotaurina49. 
L’attività neuroprotettiva 
dell’omotaurina sembra procedere 
attraverso	 sia	 un	meccanismo	GABA‑
dipendente, per cui l’omotaurina 
- data la sua similarità con l’acido 

gamma	 amino	 butirrico	 (GABA)	 ‑	
stimola	 i	 recettori	GABA‑A	 i	 quali	
vanno a bloccare l’attivazione delle 
caspasi pro-apoptotiche (caspasi 
3, 7 e 9) che sarebbero altrimenti 
attivate dalla presenza dei depositi di 
amiloide o anche da stress ischemici 
o nutrizionali; sia attraverso un 
meccanismo	GABA‑indipendente,	
per cui l’omotaurina previene 
l’attivazione	 delle	 proteine	MAPK	
(ERK1/2)	 inibendo	 quindi	 gli	 eventi	
proapoptotici che ne seguirebbero50.
La carnosina è una molecola che 
si trova naturalmente concentrata 
in quei tessuti, come il muscolo 
scheletrico ed il cervello, in cui la 
elevata attività metabolica determina 
una produzione importante di 
radicali liberi che potrebbero quindi 
danneggiare le strutture cellulari 
dei tessuti stessi51. La carnosina 
è infatti un antiossidante a largo 
spettro capace di neutralizzare 
molti tipi di radicali liberi quali il 
radicale ossigeno e i radicali ossidrilici 
e perossidici; essendo inoltre 
idrosolubile, la carnosina è in grado 
di inibire la perossidazione dei lipidi 
di membrana dovuta all’azione dei 
radicali liberi e dei metalli pesanti 
quali ferro, zinco e rame, essendone 
un chelante52-53. Inoltre, la carnosina 
protegge dalla eccitotossicità indotta 
da glutammato54, meccanismo questo 
che la rende neuroprotettiva anche 
nei confronti del danno indotto 
dai depositi di beta amiloide55. La 
carnosina esogena è in grado di 
passare la barriera emato-encefalica56, 
e protegge il cervello dai danni 
indotti da una ischemia cerebrale 
permanente dopo occlusione della 
arteria cerebrale media57‑58.
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concLusioni

In conclusione, perciò, i meccanismi 
d’azione	delle	tre	molecole	 (forskolin,	
omotaurina e carnosina) appaiono essere 
diversi e complementari tra di loro nel 
supportare la sopravvivenza delle cellule 
neuronali, e difenderle dai vari insulti a cui 
nel tempo il sistema nervoso è soggetto. 
In particolare, nella situazione di stress 
permanente in cui le cellule ganglionari 
retiniche ed il nervo ottico si vengono 
a trovare nel paziente glaucomatoso, 
dovuta sia ad una elevata pressione 
intraoculare e/o a difetti di circolazione 
e perfusione ematica della retina e del 
nervo ottico, tale associazione si propone 
di mitigare la neurotossicità conseguente 
ad un alterato equilibrio neurotrofico, 
alla formazione di derivati insolubili di 
beta amiloide e allo stress ossidativo che 
può generalmente conseguire a queste 
situazioni. I risultati sperimentali in vitro 
presentati in questo lavoro indicano che 
l’associazione neuroprotettiva analizzata 
è in grado di contrastare il danno 
dovuto all’intossicazione mitocondriale, 
che anche sembra giocare un ruolo 
importante nella progressione delle 
patologie neurodegenerative, glaucoma 
incluso.	Questi	 risultati	 incoraggiano	
perciò ad approfondire gli studi sulla 
neuroprotezione dell’associazione proposta 
in modelli animali di ischemia retinica 
e in studi clinici controllati in pazienti 
glaucomatosi trattati con un supplemento 
dietetico a base dei tre elementi 
considerati.
 
riassunto

Obiettivo: obiettivo dello studio è stata 
la valutazione della capacità di una 
associazione di forskolin, omotaurina 

e carnosina di attenuare gli effetti 
citotossici su cellule ganglionari retiniche 
cresciute in vitro, conseguenti ad 
un’intossicazione mitocondriale con 
sodio azide o rotenone. Il razionale 
dello studio parte dalla nozione 
che il glaucoma è una neuropatia 
degenerativa a lenta progressione in cui 
le cellule ganglionari retiniche muoiono 
per apoptosi in seguito ad una serie 
complessa di eventi che risultano 
comunque in un aumento dello stress 
ossidativo dovuto in parte ad un danno 
mitocondriale causato dalle radiazioni 
luminose ad alta frequenza.
Procedure di base: colture cellulari 
di cellule ganglionari retiniche di 
ratto (RGC5) sono state sottoposte 
a stress ossidativo mitocondriale 
mediante trattamento con rotenone 
o sodio azide, e la sopravvivenza 
valutata mediante test colorimetrico 
metabolico, sia in presenza che 
in assenza di molecole ad attività 
neuroprotettiva (forskolin, omotaurina, 
carnosina).
Risultati: i risultati ottenuti hanno 
dimostrato la non citotossicità 
della sola associazione nelle due 
concentrazioni sperimentali utilizzate. 
La concentrazione più elevata 
dell’associazione era inoltre in grado 
di contrastare in maniera significativa 
la morte cellulare indotta da sodio 
azide o rotenone.
Conclusioni: in conclusione, 
un’associazione di forskolin, 
omotaurina e carnosina è in grado di 
contrastare efficacemente gli effetti 
del danno indotto ai mitocondri da 
sodio azide o rotenone, e si candida 
quindi come un possibile trattamento 
di neuroprotezione nei pazienti 
glaucomatosi.
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