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Presentiamo in questo editoriale gli Autori di questa splendida
monografia, lasciando con vivo piacere al Prof. Paolo Mantegazza,
Rettore Emerito dell’Università degli Studi di Milano, la Presen-

tazione del volume.

Gli Autori svolgono la loro attività scientifica presso l’Istituto di Patologia
Generale della Facoltà di Medicina e Chirurgia dell’Università degli Studi di
Milano e sono membri del Centro di Eccellenza per lo studio delle Malattie
Neurodegenerative dell’Università degli Studi di Milano fondato dal Prof.
Guglielmo Scarlato.

Il Prof. Giuseppe Scalabrino si è laureato, sotto la guida del Prof. Enrico
Ciaranfi, in Medicina e Chirurgia presso l’Università degli Studi di Milano;
è diventato Professore Associato e infine Professore Ordinario di Patologia
Generale nella Facoltà di Medicina e Chirurgia dell’Università degli Studi di
Milano. Ha lavorato con una borsa di studio bandita dalla N.A.T.O. presso
l’Istituto di Biochimica dell’Università di Helsinki sotto la guida del Prof. J.
Jänne. Per numerosi anni si è occupato di “poliamine e tumori” e nell’ámbi-
to di questa tematica è stato invitato come relatore a partecipare a conferen-
ze internazionali. Per le sue ricerche su poliamine e tumori è risultato vinci-
tore del Premio Internazionale “Röntgen” bandito dall’Accademia Nazio-
nale dei Lincei per studi e ricerche in campo oncologico. Da circa un venten-
nio si occupa del ruolo della vitamina B12 nelle patologie sperimentali e
umane collegate ad una sua carenza. In anni recenti egli è stato Direttore
dell’Istituto di Patologia Generale e coordinatore del Comitato per le Scienze
Mediche nell’ámbito della Commissione di Ateneo per la Ricerca Scientifica.
E’ autore di numerose pubblicazioni su qualificate riviste internazionali.

La Dott.ssa Daniela Veber ha conseguito la laurea in Scienze Biologiche
presso la Facoltà di Scienze Matematiche, Fisiche e Naturali dell’Università
degli Studi di Milano presentando una tesi sul neurotrofismo della vitamina
B12 svolta nel laboratorio del Prof. Giuseppe Scalabrino. Ha conseguito il
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titolo di Dottore di Ricerca in “Patologia e Neuropatologia Sperimentali”
presso l’Istituto di Patologia Generale dell’Università degli Studi di Milano e
a tutt’oggi lavora presso il laboratorio del Prof. Scalabrino in qualità di asse-
gnista di ricerca della Facoltà di Medicina e Chirurgia dell’Università degli
Studi di Milano.

La Dott.ssa Elena Mutti ha conseguito la laurea in Biotecnologie Mediche
presso la Facoltà di Medicina e Chirurgia dell’Università degli Studi di Mi-
lano presentando una tesi sul neurotrofismo della vitamina B12 svolta nel
laboratorio del Prof. Giuseppe Scalabrino. Ad oggi lavora nel laboratorio del
Prof. Scalabrino in qualità di Dottoranda di Ricerca in “Patologia e
Neuropatologia Sperimentali” dell’Università degli Studi di Milano.

Sergio Rassu

G. Scalabrino, D. Veber, E. Mutti Nuovi orizzonti biologici per la vitamina B12
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Il y a assez de lumière pour ceux qui ne désirent que de voir,
et assez d’obscurité pour ceux qui ont une disposition con-
traire.
B. PASCAL, Pensées, A P.R., Pour Demain 2

He [the analyst] makes, in silence, a host of observations
and inferences. So, perhaps, do his companions; and the dif-
ference in the extent of the information obtained, lies not so
much in the validity of the inference as in the quality of the
observation. The necessary knowledge is that of what to
observe. 
E. A. POE, The Murders in the Rue Morgue

Le suel véritable voyage, le seul bain de jouvence, ce ne
serait pas d’aller vers de nouveaux paysages, mais d’avoir
d’autres yeux, de voir l’univers avec les yeux d’un autre, de
cent autres, de voir les cent univers que chacun d’eux voit,
que chacun d’eux est.....
M. PROUST, À La recherche du temps perdu, La prison-
nière

G. Scalabrino, D. Veber, E. Mutti Nuovi orizzonti biologici per la vitamina B12
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Presentazione

Accolgo con piacere l’invito rivoltomi dal Prof. Giuseppe Scalabrino di
presentare questo “volumetto”, stringato ma al tempo stesso aggiornatissi-
mo, sulla vitamina B12 e le patologie umane collegate alla sua carenza. Lo
scritto, oltre a riassumere nozioni ormai classiche di biochimica, patologia
sperimentale e clinica, tocca anche attuali problematiche di neurobiologia e
la neuropatologia. 

Il Prof. Giuseppe Scalabrino, avvalendosi della collaborazione delle
Dott.sse Veber e Mutti, ha dimostrato, grazie alla sua cultura biologica e
medica, quale sia la vitalità e l’attualità della ricerca clinica e sperimentale
sulla vitamina B12, della quale si pensava di sapere tutto o quasi!

A mio parere si tratta di un’iniziativa ben riuscita: infatti il contenuto
esauriente e compiutamente esposto, insieme alla forma semplice e scorre-
vole, rendono accessibili, anche per coloro che non ne abbiano dimestichez-
za, concetti biochimici e neurobiologici non tra i più semplici.

Il Prof. Scalabrino ha assolto questo compito nel tentativo ben riuscito di
interpretare molti nuovi risultati nel siero e nel liquido cefalorachidiano di
pazienti con grave patologia da carenza di vitamina B12 alla luce dei risultati
ottenuti nel modello sperimentale da lui proposto.

Ritengo che il risultato più significativo delle pluriennali ricerche del Prof.
Scalabrino, sempre seguite da me con interesse, sia l’aver dimostrato speri-
mentalmente e clinicamente una nuova patogenesi della degenerazione
subacuta combinata, basata sull’identificazione di nuove funzioni della vita-
mina B12 come modulatore della sintesi di alcune citochine e alcuni fattori di
crescita nel sistema nervoso centrale del ratto. 

Mi piace infine qui ricordare che tale patogenesi ha ottenuto un favorevo-
le riscontro da parte di specialisti internazionali, come è dimostrato dal fatto
che alle ricerche del Prof. Scalabrino è stata dedicata una “review” su un’im-
portante rivista statunitense (J. W. Miller, Nutrition Reviews 60, 142-144,
2002).

Prof. Paolo Mantegazza
Rettore Emerito dell’Università degli Studi di Milano

Professore Emerito di Farmacologia
Facoltà di Medicina e Chirurgia

Università degli Studi di Milano
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Ai lettori: storia di un libro

Le mie ricerche sulla vitamina B12 sono nate da un’osmosi avvenuta in
anni assai lontani tra le mie esperienze di docente e di ricercatore. Dapprima,
quando lavoravo con il mio Maestro, il Prof. Enrico Ciaranfi, lo sentii ripetu-
tamente citare il megaloblasto come un raro esempio di anomalia della diffe-
renziazione cellulare analoga per molti versi a quelle riscontrate nelle cellule
neoplastiche, ma -a differenza di queste- “guaribile” con la somministrazio-
ne di una vitamina. Indi, un corso monografico (a quei tempi si chiamava
così!), richiestomi dagli studenti del mio corso di Patologia Generale della
Facoltà di Medicina e Chirurgia, sulla patologia biochimica delle malattie eri-
trocitarie mi fece nascere l’idea di un nuovo modello sperimentale, il ratto
totalmente gastrectomizzato, per riprodurre il quadro neuropatologico tipico
dell’anemia perniciosa. La realizzazione di quest’idea ha segnato irrevocabil-
mente la mia attività di ricercatore da vent’anni in qua. 

Come è quasi superfluo ricordare, per la realizzazione di ogni valido pro-
getto occorre anche una compartecipazione della fortuna: la “serendipidità”
si manifestò nel fatto che nel midollo spinale dei ratti totalmente gastrecto-
mizzati l’attività dell’ornitina decarbossilasi (il primo enzima della via bio-
sintetica delle poliamine) era aumentata. Questo primo ed imprevisto risul-
tato rappresentò per me, oncologo sperimentale di formazione e in partico-
lare “poliaminologo”, la prima pietra su cui fondare il proseguimento della
ricerca sulla patologia da carenza di vitamina B12. Indi, ho proseguito il viag-
gio nella patogenesi della neuropatia da carenza di vitamina B12 (cioè la
degenerazione subacuta combinata) “con occhi diversi” da quelli tradiziona-
li, arrivando a proporre una nuova patogenesi per questa malattia. Essendo
io medico sia per laurea che per formazione intellettuale e culturale, ho rite-
nuto ineludibile cimentarmi con la clinica, nel senso che ho inteso verificare
se la nuova patogenesi emersa dalle ricerche sperimentali sui ratti totalmen-
te gastrectomizzati potesse essere estensibile anche alla degenerazione suba-
cuta combinata. L’esito positivo di queste ricerche cliniche ben saldandosi
con quello delle ricerche sperimentali, mi ha ulteriormente stimolato a pro-
seguire nell’identificazione delle basi molecolari dell’azione neurotrofica
della vitamina B12. 

Negli ultimi anni ho avuto al mio fianco le Dott.sse Daniela Veber e Elena
Mutti, le quali hanno contribuito in misura determinante a dare nuovo
impulso alle ricerche del nostro laboratorio sulle basi molecolari dell’attività
neurotrofica della vitamina B12. Le Dott.sse Veber e Mutti hanno avuto alme-
no il coraggio di condividere con me la parte terminale di questo affascinan-
te ma temerario viaggio scientifico, una tappa del quale è rappresentata
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appunto dalla stesura dell’opuscolo che ora vede la luce: dalla continua e fer-
tile discussione con loro sono maturate non poche idee di impostazione dei
vari capitoli.

Da tutte queste premesse risulta chiaro che questo volumetto non vuole
essere solo un registro di lavori scientifici altrui e nostri sulla vitamina B12
nelle malattie umane dovute al suo deficit e nei differenti modelli sperimen-
tali, ma anche e soprattutto un “instrumentum”, mediante il quale il lettore,
come avviene in un’esposizione di quadri, prende visione e ragiona intorno
ad un particolare percorso della ricerca scientifica su una vitamina, fonden-
do nozioni ormai acquisite con le moderne problematiche di ricerca speri-
mentale e clinica sulla vitamina B12 e le malattie (soprattutto quelle neurolo-
giche) derivate dalla sua carenza. Questo opuscolo, contenendo lo “stato del-
l’arte” delle ricerche sulla vitamina B12, vuole rappresentare una provocazio-
ne per il lettore (soprattutto se neofita) più che una mera rassegna bibliogra-
fico-critica della sterminata letteratura sulla vitamina B12 e le malattie dovu-
te alla sua carenza; esso, pur nella sua modestia e parzialità, ha la sola ambi-
zione di suscitare dibattiti e, perché no, critiche più che di presentare certez-
ze granitiche sulle funzioni biochimiche della vitamina B12 nel sistema ner-
voso centrale dei mammiferi, uomo compreso. Se a questo saremo riusciti, la
nostra modesta ma certamente non lieve fatica avrà già trovato una sua
ragione di essere.

Last but not least, dovrei ringraziare troppe persone per essere certo di
non fare torto ad alcuno. Solo una mi è impossibile dimenticare: il Prof. Paolo
Mantegazza, che ha seguìto gli alti e i bassi della mia ricerca sulla vitamina
B12, dandomi sempre suggerimenti e incoraggiamenti preziosi.

Giuseppe Scalabrino
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1. La vitamina B12

1.1. Cenni storici

Nel 1849 Thomas Addison (Addison, 1849), un medico del Guy’s Hospital
di Londra, pubblicò la prima descrizione di un gruppo di pazienti con una
forma d’anemia sempre mortale. Da quel momento questo tipo di anemia
acquistò il nome di “anemia di Addison” fino agli studi più approfonditi di
Biermer (Biermer, 1872) che la ribattezzò anemia perniciosa (AP), nome con
cui è nota tuttora o, alternativamente, con il nome di anemia di Addison-
Biermer. 

Nel 1893 Nonne (Nonne et al., 1893) affermò che la neuropatia dei pazien-
ti con AP era l’equivalente neurologico dell’anemia stessa e non una malat-
tia secondaria ad essa. In séguito, Russell pubblicò un articolo (Russell et al.,
1900) in cui fu proposto il nome di degenerazione subacuta combinata (DSC)
per definire la neuropatia osservata in associazione con l’AP. Tuttavia, la fre-
quente mancanza di correlazione clinica tra il grado di anemia e la gravità
della neuropatia sarebbe però divenuta chiara solo più tardi (Carmel, 1988;
Lindenbaum et al., 1988). Per trovare una possibile terapia a questa anemia
furono però necessari gli studi di Whipple, il quale ipotizzò che il fegato
potesse svolgere una funzione ematopoietica e che nei pazienti affetti da AP
anche le cellule della serie rossa mancassero di una sostanza contenuta
appunto in larga misura nel fegato (Whipple et al., 1920). Infine, Minot e
Murphy (1926) dimostrarono l’efficacia terapeutica della somministrazione di
fegato crudo a pazienti affetti da AP. 

Successivamente, negli anni ’30 del secolo scorso, Castle, nel suo tentati-
vo di spiegare il nesso causale tra l’achilia gastrica e l’AP, giunse alla conclu-
sione che per restituire una normale ematopoiesi a pazienti affetti da AP era
necessaria l’interazione tra un fattore estrinseco contenuto nei cibi, nella fat-
tispecie nella carne cruda (specialmente fegato), e un fattore chiamato intrin-
seco (FI) contenuto normalmente nel succo gastrico umano (Castle, 1937). 

Solo nel 1948 Folkers e i suoi collaboratori (Rickes et al., 1948a) isolarono
dal fegato di bue un composto di colore rosso, che induceva un rapido
aumento dell’eritropoiesi nei pazienti con AP ed era un fattore di crescita per
il Lactobacillus Lactus. A tale composto fu dato il nome di vitamina B12.
Usando il saggio di crescita del Lactobacillus Lactus, fu possibile scoprire che
la vitamina B12 era contenuta nel latte, nelle carni e nel brodo di coltura di
alcuni ceppi batterici quali il Mycobacterium Smegmatis, il Lactobacillus
Arabinosus, il Bacillus Subtilis e diverse specie di Streptomyces (Rickes et al.,
1948b). Nello stesso periodo Smith e Parker (1948) purificarono dal fegato di
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bue un fattore anti-anemico pernicioso, che si scoprì essere identico al prece-
dente. 

Nel 1949 Ellis e i suoi collaboratori (Ellis et al., 1949), dopo aver cristalli-
zato il fattore anti-anemico pernicioso, ne caratterizzarono lo spettro elettro-
nico. Subito dopo aver isolato la forma cristallina della vitamina B12, ebbero
inizio gli studi per determinarne la struttura. Folkers e i suoi collaboratori
(Brink et al., 1950) pubblicarono il primo studio sull’analisi elementare strut-
turale della vitamina B12, che portò ad identificare la formula della vitamina
in C63H88O14N14O13PCo. L’anno successivo si scoprì che sulla vitamina B12
era presente uno ione cianuro. Fu necessario però attendere nel 1955 l’anali-
si cristallografica ai raggi X del laboratorio della Hodgkin per la definitiva
delucidazione sulla struttura della vitamina B12, che contiene un unico anel-
lo corrinico con 4 anelli pirrolici (Hodgkin et al., 1955). 

1.2. Cenni sulla struttura chimica della vitamina B12

Dal punto di vista strutturale la vitamina B12 appartiene alla famiglia dei
corrinoidi, molecole naturali costituite da anelli corrinici. Due sono le com-
ponenti che caratterizzano la struttura di queste molecole: (a) un anello cor-
rinico planare (come le porfirine) con quattro anelli pirrolici ridotti (indicati
nella Figura 1 con le lettere da A a D), di cui due (A e D) sono direttamente
legati tra loro, mentre gli anelli A e B, e C e D sono legati da ponti carbonio-
metile come nelle porfirine. Inoltre questi anelli pirrolici sono legati al centro
con un atomo di Co, il cui stato di ossidazione e riduzione cambia in base alla
sua interazione con quattro atomi di azoto, ciascuno dei quali è situato in cia-
scun anello pirrolico; (b) un nucleotide localizzato planarmente sotto l’anel-
lo tetrapirrolico e perpendicolarmente all’atomo di Co (in posizione assiale
α) e costituito da un derivato del dimetilbenzimidazolo (il 5,6 dimetil-benzi-
midazolo) legato tramite legame α-glicosidico al ribosio-3-fosfato, che a sua
volta lega l’aminoisopropanolo (il gruppo 1-amino-2-propanolico) (vedi
Figura 1). L’atomo di Co può avere stato ossidativo +1, +2, +3 e ha sei siti di
coordinazione, dei quali quattro sono occupati da un atomo di azoto, e i due
restanti sono rispettivamente occupati dal dimetilbenzimidazolo e da un
ligando (R) nella posizione β sopra l’anello tetrapirrolico. In mancanza del
ligando (R) la molecola prende il nome di cobalamina (Cbl): ne consegue che
le varie forme di Cbl dipendono dal tipo di ligando che occupa l’unico lega-
me di coordinazione libero del Co. Il ligando può essere costituito da un’a-
denina (adenosilcobalamina (Ado-Cbl)), da un gruppo metile (a formare la
metilcobalamina (Me-Cbl)), da un gruppo ossidrilico (a formare la idrossico-
balamina (OH-Cbl)), oppure da un gruppo cianuro (a formare la cianocoba-
lamina (CN-Cbl)) (vedi Figura 1). La CN-Cbl è la vitamina B12 propriamente
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detta, anche chiamata universalmente Cbl, sia pure con qualche imprecisio-
ne. Solo la Ado-Cbl e la Me-Cbl agiscono come coenzimi nelle cellule euca-
riotiche. La CN-Cbl è invece la forma farmacologica più comune della vita-
mina. Anche lo stato di ossidazione-riduzione dell’atomo di  Co  è determi-
nante per il funzionamento della vitamina. Quando l’atomo di Co è nello
stato ossidato e trivalente, si parla di Cbl(III); l’atomo di Co deve essere ridot-
to da specifici enzimi (riduttasi) all’interno della cellula, prima allo stato
divalente (Cbl(II)) e poi allo stato monovalente (Cbl(I)) prima che la 5-ade-
nosina (per la Ado-Cbl) o un gruppo metile (per la Me-Cbl) possa legarsi ad
esso. 

1.3. Il trasporto della vitamina B12 nel sangue, il suo assor-

bimento intestinale e la sua penetrazione endocellulare 

1.3.1. Assorbimento intestinale
L’uomo deve assumere la vitamina  attraverso i cibi in quanto solo alcu-

Figura 1. Formula di struttura della Cbl e dei suoi derivati.
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ni ceppi batterici (tra i quali alcuni saprofiti dell’intestino) sintetizzano la Cbl
(Martens et al., 2002). L’assorbimento della Cbl derivata dagli alimenti avvie-
ne a livello degli enterociti, a séguito dell’intervento dei succhi gastrici e pan-
creatici. Esiste anche una ricircolazione entero-epatica della Cbl, mediante la
quale una parte della Cbl circolante viene riversata nel succo biliare e da que-
sto nell’intestino tenue dove viene in parte riassorbita dopo essersi legata al
FI seguendo quindi la stessa via della Cbl esogena.

La Cbl contenuta negli alimenti viene dapprima rilasciata da essi grazie
all’azione del succo gastrico a basso pH, successivamente si lega a proteine,
quali le proteine R o aptocorrine, presenti nella saliva e nel succo gastrico. Il
legame tra la vitamina e queste proteine viene scisso a livello del duodeno
dall’azione delle proteasi (tripsina, chimotripsina, ecc.) del succo pancreati-
co. Sempre a livello del duodeno, la Cbl si lega poi al FI, una glicoproteina
prodotta dalle cellule parietali del cardias e del fundus dello stomaco. Il
recettore per il complesso FI-Cbl permette la sua endocitosi all’interno degli
enterociti dell’ileo. Súbito dopo l’endocitosi di questo complesso all’interno
degli enterociti, il FI viene degradato nei lisosomi, la vitamina si lega alla pro-
teina di trasporto denominata transcobalamina II (TCII) e alla fine viene
secreta nel sangue dalla membrana basolaterale dell’enterocita unita alla
TCII. Il complesso TCII-Cbl entra nel sangue portale e si lega a specifici recet-
tori per la TCII (TCII-R) presenti sulle superfici delle cellule dell’organismo.
Questo complesso viene quindi internalizzato nella cellula e, grazie al pH
acido presente nei lisosomi, viene degradato liberando la TCII. La Cbl ormai
libera può essere trasformata nelle sue forme coenzimatiche attive
(Scalabrino, 2001). La megalina (MG) è un altro recettore che lega il comples-
so TC-Cbl e lo internalizza (Christensen et al., 2002; Verroust et al., 2002a, b). Le
principali tappe dell’assorbimento della Cbl nell’uomo e del suo trasporto
sono riportate nella Figura 2.

Piccole quantità di Cbl libera nel sangue vengono eliminate giornalmente
attraverso le vie urinaria, biliare e fecale, mentre quantità ancóra minori sono
eliminate con le lacrime, il sudore e le cellule desquamate della cute (Grasbeck
et al., 1958; Register and Sarett, 1951). La quantità di Cbl totale escreta dai sog-
getti sani con le urine varia con un valore medio di 31-43 ng/24 ore. La via
principale di escrezione rimane però quella biliare. Si è osservato infatti che
dopo l’iniezione di Cbl marcata molta della vitamina che compare nelle feci è
di origine biliare. Nell’uomo 0,5-5 µg di Cbl/24 ore sono escreti con la bile,
anche se circa il 65-75% di questa è riassorbita a livello intestinale grazie al FI.
Questa circolazione enteroepatica costituisce un efficace meccanismo di con-
servazione della Cbl all’interno dell’organismo (Linnell, 1975; Combs, 1998).

1.3.2. Il fattore intrinseco 
Il FI è una glicoproteina di 45 Kilodalton (KDa) composta da un’unica

subunità formata da un solo sito di legame per la Cbl e da più regioni di lega-
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me con la cubilina (CUB (si veda capitolo 1.3.3)) (Wen et al., 1997). Il gene del
FI così come quello dell’aptocorrina sono localizzati nel cromosoma 11
(Hewitt et al., 1991). Il gene del FI è formato da 24 Kilobasi (Kb) e da 10 esoni*
e 9 introni.**
(*Esone: regione della sequenza codificante di un gene che viene tradotta in

Figura 2. Rappresentazione delle principali tappe dell’assorbimento intesti-
nale della Cbl e del suo trasporto endogeno ai tessuti nell’uomo. 
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una proteina; **Introne: regione della sequenza codificante di un gene che
non viene tradotta in una proteina).

1.3.3. La cubilina 
Il recettore per il complesso FI-Cbl è una molecola di 460 KDa (Birn et al.,

1997), denominata originariamente recettore per la Cbl e il FI (IFCR) e suc-
cessivamente CUB per la presenza di un largo numero di domini* CUB (CUB
è l’acronimo di Complement component C1r/C1s, Uegf and Bone morpho-
genic protein-1) all’interno della sua struttura (Seetharam, 1999; Christens et
al., 2001; Moestrup et al., 2001). Tale recettore, espresso sulla membrana apica-
le degli enterociti della regione ileale, non è ancorato alla membrana dell’en-
terocita mediante domini transmenbrana, ma il legame avviene grazie alla
presenza della MG e ad un’interazione diretta con la membrana tramite una
molecola di palmitato. Esiste una forma di CUB, immunologicamente ugua-
le a quella intestinale, anche a livello del rene e del sacco vitellino. Il gene
CUB è composto da 11.2 kb e codifica per una proteina formata da tre domi-
ni strutturali (Moestrup et al., 1998). In particolare, la regione N-terminale è
composta da 113 residui, seguiti da otto sequenze ripetute simili a quelle pre-
senti all’interno della molecola dell’Epidermal Growth Factor (EGF), e da un
insieme di 27 domini CUB di 110 aminoacidi ciascuno. La CUB è in grado di
legarsi a diversi tipi di ligandi: il complesso FI-Cbl, l’albumina, il complesso
apolipoproteina A-I/lipoproteine ad alta densità, la transferrina, la catena
leggera delle immunoglobuline, le proteine leganti la vitamina D (Moestrup
et al., 1998). 
(*Dominio: porzione di una catena polipeptidica che si ripiega su se stessa a
dare un’unità compatta che rimane distinta all’interno della struttura terzia-
ria della proteina. Le proteine di grandi dimensioni spesso sono costituite da
diversi domini).

1.3.4. Il recettore per la transcobalamina 
Il recettore per il complesso TCII-Cbl (TCII-R) è una proteina di 62 KDa,

inizialmente sintetizzata come una proteina di 45 KDa, poi glicosilata per for-
mare la glicoproteina finale (Bose et al., 1995) che contiene quattro ponti di
solfuro al suo interno. Tali ponti di solfuro sono necessari per il legame della
vitamina al ligando ma non interferiscono con la sua stabilità o con la sua vei-
colazione all’interno della cellula (Bose et al., 1997). Sulla superficie della
membrana cellulare il complesso TCII-R si trova sotto forma di dimero, che
rappresenta l’80-90% della sua quantità totale e conferisce ad esso la stabilità. 

1.3.5. La megalina 
La MG è un recettore di 600 KDa che si lega a molti ligandi diversi dalla

Cbl (Orlando et al., 1998; Sousa et al., 2000). La MG è una proteina transmem-
brana, espressa su molti tipi di cellule epiteliali, appartenente alla famiglia
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dei recettori per le lipoproteine a bassa densità (Raychowdhury et al., 1989). La
porzione extracellulare della MG costituisce il suo dominio di legame e con-
tiene quattro sequenze ricche di cisteina, le quali sono tra loro separate da
sequenze simili a quelle contenute nell’EGF e da sequenze spaziatrici povere
in cisteina contenenti “motivi”* tirosina-triptofano-treonina-acido aspartico
(Davis et al., 1987). Queste sequenze spaziatrici consentono la dissociazione
tra il recettore e il ligando ad un dato valore di pH. La coda citoplasmatica
della MG contiene invece due “motivi” asparagina-prolina-X-tirosina, che
consentono la formazione di vescicole necessarie per i processi di endocitosi
(Davis et al., 1987). Una delle funzioni principali della MG è l’assorbimento
del complesso TCII-Cbl circolante a livello del tubulo prossimale renale
(Verroust et al., 2002a, b). Un’altra funzione della MG è anche quella di legar-
si alla CUB e insieme a questa di veicolare il complesso FI-Cbl all’interno del-
l’enterocita mediante la formazione di un endosoma (Moestrup and Verroust,
2001). All’interno degli enterociti il complesso FI-Cbl si stacca dalla CUB e
dalla MG e viene degradato dal lisosoma, mentre la CUB e la MG sono tra-
sportate nuovamente verso la membrana cellulare (Moestrup and Verroust,
2001). 
(*Motivo: sequenza aminoacidica altamente conservata in molte specie
viventi).

1.3.6. Le aptocorrine 
Il termine “aptocorrine” si riferisce ad una famiglia di glicoproteine

immunologicamente identiche, che sono state denominate anche TCI o pro-
teine R. Queste sono tutte glicoproteine di 46 KDa che differiscono tra di loro
solo a livello dei residui glucidici (Carmel, 1981). Questa differenza a livello
dei residui glucidici produce lievissime differenze nelle caratteristiche fisico-
chimiche che hanno portato ad una ingiustificata distinzione tra TCI e il sot-
togruppo TCIII, in realtà appartenenti tutte alla stessa famiglia (Carmel,
2004). L’aptocorrina è prodotta dai granulociti e dalle cellule dell’epitelio del
tubulo renale. Il gene dell’aptocorrina è localizzato sul cromosoma 11 ed è
costituito da 12 Kb con 9 esoni e 8 introni (Johnston et al., 1992). 

1.3.7. La transcobalamina II
La TCII è un singolo polipeptide non glicosilato di 43 KDa, secreto dalle

cellule endoteliali e da alcuni tipi di cellule epiteliali. Le cellule endoteliali
risultano però essere le principali produttrici della TCII plasmatica. Il gene
della TCII è situato sul cromosoma 22 ed è formato da 9 esoni e 8 introni. Il
promotore di questo gene è caratterizzato dalla presenza di molte sequenze
ricche in guanina-citosina. 
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1.4. Principali funzioni biochimiche della vitamina B12 e la
sua  distribuzione tessutale 

Per capire come la Cbl venga utilizzata nei diversi tessuti, è necessario
descrivere il ruolo dei due enzimi Cbl-dipendenti nelle cellule eucariotiche
(vedi Figura 3): la L-metilmalonilcoenzima A(MMCoA) mutasi (EC 5.4.99.2)
e l’omocisteina-metiltransferasi (anche conosciuta come metionina sintetasi
(EC 2.1.1.13)). 

(a) Nei mitocondri la Cbl(I) riceve la 5-deossiadenosina dall’adenosina
trifosfato (ATP), trasformandosi così in Ado-Cbl ad opera della adenosiltran-
sferasi. La Ado-Cbl è il coenzima della L-MMCoA mutasi che catalizza la
conversione del L-MMCoA in succinil-CoA. Questa reazione è una tappa del
catabolismo dell’acido propionico. L’acido propionico entra nelle reazioni
metaboliche attraverso una carbossilazione biotina-dipendente del propio-
nil-CoA, che dà come risultato la formazione del D-MMCoA, un suo α-car-
bossiderivato. Dopo la reazione di racemizzazione del D-MMCoA a L-
MMCoA, la L-MMCoA mutasi in presenza di Ado-Cbl catalizza la conver-
sione reversibile del L-MMCoA a succinil-CoA, il quale è il suo carbossi-iso-
mero e dopo deacilazione entra nel ciclo degli acidi tricarbossilici. Il propio-
nil-CoA deriva anche dal metabolismo di molti aminoacidi, quali valina, iso-
leucina, treonina, metionina, e dalla β-ossidazione degli acidi grassi a nume-
ro dispari di atomi di carbonio (Beck, 1975).

(b) Nel citoplasma la metionina sintetasi richiede la Me-Cbl come coen-
zima per catalizzare la conversione dell’omocisteina (OMOCIS) in metionina
e del N5-metiltetraidrofolato (N5-metilFH4) in tetraidrofolato (FH4) (vedi
Figura 3) (Matthews, 1999). 

OMOCISTEINA METIONINA

La Cbl funge da trasportatore di gruppi metili e normalmente oscilla tra
Cbl(I) e Cbl(III) (Matthews, 1999): infatti in séguito alla conversione
dell’OMOCIS in metionina, la Cbl viene convertita in Cbl(I), che ricevendo il
gruppo metile del N5-metilFH4 si rigenera a Me-Cbl formando il FH4 (vedi
Figura 3). Durante questo ciclo della Cbl solo occasionalmente avviene la
spontanea ossidazione della Cbl(I) a Cbl(II), che inattivando la metionina sin-
tetasi, rende necessaria una sua successiva riduzione a Cbl(I) affinché il grup-
po metilico possa legarsi. Recenti studi hanno dimostrato che la Cbl regola la
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sintesi della metionina-sintetasi in vitro (Oltean et al., 2003). La S-adenosil-
metionina (SAM) si forma in una reazione catalizzata dalla metionina-adeno-
sil-trasferasi (EC 2.5.1.6) in séguito al trasferimento di una molecola di adeno-
sina dall’ATP all’atomo di zolfo della metionina. La SAM è il donatore di
gruppi metilici in molte reazioni che avvengono nel sistema nervoso centrale
(SNC) e riguardano le monoamine, i neurotrasmettitori, le proteine, le nucleo-
proteine, la melatonina e i fosfolipidi di membrana, come ad esempio la sin-
tesi della colina, i cui tre gruppi metilici derivano dalla SAM (Combs, 1998;
Ikeda et al., 1998). 

La concentrazione tessutale di Cbl è molto più bassa di quella di tutte le
altre vitamine (Linnell, 1975). Nell’organismo umano la quantità totale di Cbl
varia normalmente tra 2 e 5 mg e la Ado-Cbl ne è la forma presente in mag-
gior concentrazione. Nel fegato la quantità di Cbl ammonta all’incirca a 1,5
mg e rappresenta la più alta in confronto con ogni altro organo. Nel musco-
lo la quantità di Cbl è circa 1 mg (Combs, 1998). La concentrazione della Cbl
in alcuni principali organi o tessuti umani è riportata nella Tabella 1. 

Figura 3. I due enzimi Cbl-dipendenti, uno citoplasmatico e l’altro mitocon-
driale e il collegamento delle due reazioni Cbl-dipendenti con le altre princi-
pali vie metaboliche. (Ado-Cbl= adenosilcobalamina; Cbl= cobalamina; FH4= tetraidro-
folato; Me-Cbl(III)= metilcobalamina(III); MMCoA= metilmalonilcoenzima A; MET=
metionina; MS= metionina sintetasi; N5-metiltetraidrofolato; OMOCIS= omocisteina; TCII=
transcobalamina II).
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1.5. Una nuova funzione non-coenzimatica della vitamina B12

Le ricerche condotte nel nostro laboratorio da numerosi anni hanno for-
nito numerosi dati sperimentali, avvalorati anche da alcune nostre ricerche
cliniche, in favore dell’ipotesi che la Cbl svolga la sua importante funzione
neurotrofica nel SNC dei mammiferi anche attraverso meccanismi indipen-
denti dalle sue funzioni coenzimatiche. Questa identificazione di nuove fun-
zioni della Cbl è stata resa possibile mediante la precedente messa a punto di
un nuovo modello sperimentale per riprodurre la DSC: il ratto totalmente
gastrectomizzato (TGX) (Scalabrino et al., 1990). La gastrectomia totale (GT)
induce nel ratto (così come nell’uomo) un’immediata deficienza del FI e
causa pertanto un successivo stato di permanente carenza di Cbl. Il ratto TGX
è ad oggi il solo modello sperimentale che riproduce molte delle anomalie
neurologiche e non, tipicamente riscontrate in pazienti con AP, quali ad
esempio: la diminuzione dei livelli di Cbl nel siero, nel liquido cefalorachi-
diano e nel midollo spinale (Scalabrino et al., 1990, 1997); l’anemia (che è ipo-
cromica, essendo la megaloblastosi esclusiva della specie umana (Scalabrino
et al., 1990)); la DSC, in particolare la neuropatia centrale con le caratteristi-
che lesioni mielinolitiche (dovute all’edema intramielinico e a quello intersti-

Cbl totale Me-Cbl Ado-Cbl OH-Cbl
Tessuto ng/g ng/g ng/g ng/g

Fegato 1048 12.7 656 380

Rene 134 34 71 29

Milza 63 23 27 13

Encefalo 81 6 50 25

Midollo osseo 13 1.7 7 4.3

Leucociti 3.8 0.7 1.9 1.2

Eritrociti (ng/ml) 0.2 0.05 0.05 0.1

I dati sono tratti da Linnell (1975).

Tabella 1. Concentrazioni di Cbl totale, Me-Cbl, Ado-Cbl e OH-Cbl in alcuni
organi e in alcuni stipiti cellulari dell’uomo. (Ado-Cbl= adenosilcobalamina; Me-Cbl=
metilcobalamina; OH-Cbl= idrossicobalamina).
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ziale) della sostanza bianca del SNC (Scalabrino et al., 1995, 1997; Tredici et al.,
1998a) (vedi Figura 4, riquadri da D a F e Figura 5, riquadro B); l’“attivazio-
ne” delle cellule macro- e micro-gliali della sostanza bianca del SNC; l’au-
mento dell’immunoreattività degli astrociti per la proteina fibrillare acida
(GFAP) nella sostanza grigia; la riduzione della velocità di conduzione ner-
vosa nel sistema nervoso periferico (SNP). Tutte queste anomalie e lesioni nei
ratti TGX vengono parzialmente o completamente corrette dal trattamento
postoperatorio con Cbl (vedi Figura 5, riquadro C) e devono pertanto essere

Figura 4. Sezioni istologiche della sostanza bianca del midollo spinale
umano con DSC (riquadri A, B e C) e del midollo spinale di un tipico ratto
TGX da 2 mesi (riquadri D, E) o da 3 mesi (riquadro F). L’ingrandimento per
le sezioni dei riquadri D, E e F è: 250X. Colorazioni: Luxol fast blu/cresil vio-
letto per le sezioni nei riquadri A, B, C e F; ematossilina e eosina per le
sezioni nei riquadri D e E. Le fotografie nei riquadri A, B, C sono tratte da:
“Neuropathology: A reference text of CNS pathology”. Ellison D., Love S.,
Eds., Elsevier Science, New York, 2004.
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Figura 5. Fotografie al microscopio elettronico della sostanza bianca del
midollo spinale di: (A) un ratto di controllo (laparotomizzato da 2 mesi); (B)
un ratto TGX da 2 mesi; (C) un ratto TGX da 4 mesi e trattato con vitamina
B12 durante il terzo e quarto mese dopo la GT; (D) un ratto TGX da 2 mesi e
trattato con anticorpi anti-TNF-αα durante i primi due mesi successivi alla
GT; (E) un ratto TGX da 2 mesi e trattato con microiniezioni i.c.v. di EGF
durante i primi due mesi successivi alla GT; (F) un ratto TGX da 2 mesi e
trattato con microiniezioni i.c.v. di IL-6 durante i primi due mesi successivi
alla GT; (G) un ratto TGX da 2 mesi e trattato con microiniezioni i.c.v. di
TGF-ββ durante i primi due mesi successivi alla GT; (H) di un ratto di con-
trollo trattato con microiniezioni i.c.v. di TNF-αα durante i primi due mesi
successivi alla GT; (I) un ratto di controllo trattato con microiniezioni i.c.v.
di anticorpi anti-EGF durante i primi due mesi successivi alla GT. Le bar-
rette corrispondono a 0.5 µµm. Le frecce indicano l’edema intramielinico e gli
asterischi indicano l’edema interstiziale. (Fotografie eseguite dal Prof.
Giovanni Tredici).



G. Scalabrino, D. Veber, E. Mutti Nuovi orizzonti biologici per la vitamina B12

23Caleidoscopio

ritenute specificamente connesse alla carenza della vitamina. Quasi tutti i
danni morfologici e le anomalie biochimiche dei ratti TGX nella Tabella 2
sono stati anche riscontrati nei ratti alimentati cronicamente con una dieta
priva di Cbl, benché il tempo richiesto per osservare tali danni morfologici e
tali anomalie biochimiche in questi ratti sia molto più lungo di quello richie-
sto per i ratti TGX (per i danni morfologici vedi anche la Figura 6) (Scalabrino
et al., 1990, 1995; Tredici et al., 1998a, b). Le principali lesioni del SNC e del SNP
e altre anomalie osservate nei ratti TGX sono riportate nella Tabella 2.

Abbiamo anche dimostrato che la gravità delle lesioni neuropatologiche
della DSC sperimentale nel midollo spinale dei ratti TGX non è correlata
all’accumulo di acido metilmalonico (MMA) e OMOCIS nel loro siero e/o nel
loro midollo spinale (Scalabrino et al., 1997): con il trascorrere del tempo dalla
GT non si osservava infatti un aumento della gravità delle lesioni mielinoli-
tiche della sostanza bianca del midollo spinale. Questi risultati ci hanno por-

● nel midollo -Vacuolizzazione spongiforme della
spinale sostanza bianca

-Edema intramielinico ed edema inter-
stiziale della sostanza bianca
-Attivazione delle cellule macro- e 

✔ Caratteristiche istopatologiche micro-gliali della sostanza bianca
ed ultrastrutturali -Aumento degli astrociti GFAP-positivi 

nella sostanza grigia

● nel SNP -Edema intramielinico
-Edema endoneurale
-Attivazione delle cellule di Schwann

✔ Anomalie sistemiche, biochimiche e funzionali
- Anemia ipocromica
- Diminuiti livelli di Cb1 nel siero, nel liquido cefalorachidiano ed in alcuni organi,
incluso il midollo spinale
- Aumentati livelli di MMA nel siero ed in alcuni organi, incluso il midollo spinale
- Aumentati livelli di OMOCIS nel siero ed in alcuni organi, incluso il midollo spinale
- Riduzione della velocità di conduzione nervosa nel SNP

✔ Tutte queste lesioni ed anomalie sono corrette dal trattamento post-operatorio con
Cb1

Cbl = cobalamina; GFAP = proteina gliale fibrillare acida; OMOCIS = omocisteina; MMA =
acido metilmalonico; SNP = sistema nervoso periferico.

Tabella 2. Principali lesioni morfologiche del sistema nervoso centrale e di quello
periferico e le più significative anomalie funzionali e biochimiche osservate nel
ratto totalmente gastrectomizzato.
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tato quindi ad ipotizzare che le funzioni della Cbl non si esaurissero con
quelle coenzimatiche e che il ruolo della Cbl nella patogenesi della DSC
potesse implicare anche uno sbilanciamento di altri parametri cellulari.
Abbiamo quindi ipotizzato che non la mera mancanza della vitamina, ma
uno sbilanciamento indotto dalla carenza di Cbl nella produzione di alcune
citochine e/o alcuni fattori di crescita nel SNC potesse avere un ruolo chiave
nella patogenesi della DSC sperimentale nei ratti TGX. E’ ampiamente noto
che diversi tipi di cellule del SNC, principalmente le cellule gliali, produco-
no e rilasciano grandi quantità di citochine e/o fattori di crescita (Brosnan et

Figura 6. Microfotografie di sezioni coronali di differenti segmenti del midollo spinale di
un ratto TGX da 2 mesi: (A) tratto toracico (colorazione: ematossilina e eosina); (B) trat-
to lombare (colorazione: ematossilina e eosina); e (C) sezione coronale del tratto toracico
del midollo spinale di un ratto alimentato per 3 mesi con dieta priva di vitamina B12 (col-
orazione: ematossilina e eosina) (ingrandimento: 125X).
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al., 1995; Selmaj and Raine, 1995; Woodroofe, 1995; Stenberg, 1997; Benveniste,
1998; Vitkovic, 2000; Allan and Rothwell, 2001). Benché le citochine, scoperte
per la prima volta nel contesto della comunicazione intercellulare nel sistema
immunitario, siano multifunzionali e “pleiotropiche”, esse svolgono anche
un ruolo chiave nella fisiologia del SNC e nella patogenesi di alcune malattie
umane del SNC, dal momento che un’anomala loro sintesi è stata dimostra-
ta nel SNC di pazienti con la sclerosi multipla, il morbo di Parkinson e la
malattia di Alzheimer (Raivich et al., 1999). Da molti anni è stata posta l’at-
tenzione sul ruolo svolto da alcune citochine, soprattutto dal tumor necrosis
factor(TNF)-α, nella patogenesi di alcune malattie del SNC (sia umane che
sperimentali), specialmente quelle caratterizzate da demielinizzazione
(Brosnan, 1995; Selmaj and Raine, 1995; Vitkovic, 2000). Al contrario poco è
ancóra noto sul possibile ruolo della carenza di fattori neurotrofici nella pato-
genesi delle malattie neurodegenerative nell’uomo (Connor and Dragunow,
1998), benché queste molecole siano state largamente impiegate in terapia
(Yuen and Mobley, 1996). L’EGF regola positivamente la proliferazione delle
cellule gliali e/o il differenziamento dei neuroni (Yamada et al., 1997;
Weisenhorn et al., 1999); l’interleuchina(IL)-6, che è una tipica citochina multi-
funzionale appartenente alla famiglia delle neurocitochine, può avere effetti
talora benefici e talora dannosi sul SNC dei mammiferi (Gadient and Otten,
1997; Gruol and Nelson, 1997). Infatti, alcuni autori hanno dimostrato che l’IL-
6 è coinvolta nella patogenesi di alcune malattie umane del SNC, come la
malattia di Alzheimer (Blum-Degen et al., 1995), la malattia di Parkinson
(Blum-Degen et al., 1995; Müller et al., 1998) e la sclerosi laterale amiotrofica
(Sekizawa et al., 1998), ma è stato anche dimostrato che essa ha un’azione neu-
rotrofica e neuroprotettiva nell’encefalite autoimmune sperimentale e contro
vari tipi di neurotossicità (Rodriguez et al., 1994, Di Marco et al., 2001). 

Il principale risultato delle nostre ricerche sperimentali è rappresentato
dalla dimostrazione che la Cbl regola la sintesi di alcune citochine e di alcu-
ni fattori di crescita nel SNC dei mammiferi: la carenza di Cbl determina nel
SNC del ratto un’aumentata produzione di TNF-α, una molecola che dan-
neggia la mielina, e una simultanea diminuita produzione di due molecole
neurotrofiche, l’EGF e l’IL-6 (Buccellato et al., 1999; Scalabrino et al., 1999, 2002).
Abbiamo infatti dimostrato che: (a) il livello della forma biologicamente atti-
va (17 KDa) della proteina del TNF-α aumenta nel midollo spinale dei ratti
TGX due mesi dopo la GT, cioè quando si sono formate le lesioni tipiche della
DSC (cioè l’edema intramielico e quello interstiziale), ma esso ritorna nor-
male dopo ripetute iniezioni di Cbl ai ratti TGX (Buccellato et al., 1999); (b)
ripetute microiniezioni intracerebroventricolari (i.c.v.) di TNF-α a ratti nor-
mali provocano sia edema intramielinico sia edema interstiziale nella sostan-
za bianca del midollo spinale, cioè lesioni identiche a quelle osservate nella
DSC (Buccellato et al., 1999) (vedi Figura 5, riquadro H); (c) ripetute microi-
niezioni i.c.v. a ratti TGX di sostanze che riducono fortemente la produzione
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cellulare di TNF-α (quali l’IL-6 ed il Transforming Growth Factor-β1) (vedi
Figura 5, rispettivamente i riquadri F e G) o lo inattivano (come anticorpi spe-
cifici anti-TNF-α) (vedi Figura 5, riquadro D) prevengono l’instaurarsi delle
lesioni tipiche della DSC nella sostanza bianca del loro midollo spinale
(Buccellato et al., 1999); (d) i livelli di EGF nel liquido cefalorachidiano di ratti
TGX e di ratti resi carenti in Cbl mediante alimentazione carente della vita-
mina sono diminuiti significativamente e selettivamente fino quasi a non
essere più misurabili (Scalabrino et al., 1999); (e) il deficit permanente di Cbl
determina la scomparsa del RNA messaggero (mRNA) per l’EGF in diverse
zone del SNC dei ratti TGX e dei ratti alimentati con dieta carente in Cbl
(Scalabrino et al., 1999); (f) la somministrazione cronica di Cbl a ratti TGX
ripristina normali livelli di EGF nel liquido cefalorachidiano e dell’espressio-
ne del suo mRNA nelle varie zone del SNC (Scalabrino et al., 1999); (g) ripe-
tute microiniezioni i.c.v. di EGF a ratti TGX riducono significativamente l’e-
dema intramielinico e quello interstiziale della sostanza bianca del midollo
spinale (vedi Figura 5, riquadro E), senza tuttavia modificare il deficit di Cbl
dei ratti TGX (Scalabrino et al., 2000); (h) ripetute microiniezioni i.c.v. di anti-
corpi specifici anti-EGF a ratti normali inducono nella sostanza bianca del
midollo spinale entrambi i tipi di edema tipici della DSC (Scalabrino et al.,
2000) (vedi Figura 5, riquadro I); (i) i livelli di IL-6 diminuiscono significati-
vamente nel liquido cefalorachidiano dei ratti TGX e dei ratti alimentati con
dieta priva di Cbl, ma ritornano normali in séguito alla somministrazione
cronica postoperatoria di Cbl (Scalabrino et al., 2002). Pertanto, i danni neuro-
logici causati dalla carenza cronica di Cbl nel SNC del ratto sono il risultato
dello spostamento dell’equilibrio fisiologico nel SNC dei livelli di queste tre
molecole a favore del TNF-α. E’ importante qui ricordare che anche nel siero
e nel liquido cefalorachidiano dei pazienti carenti in Cbl è stato dimostrato
un aumento dei livelli di TNF-α e una diminuzione di quelli di EGF (Peracchi
et al., 2001; Scalabrino et al., 2004). Inoltre in questi pazienti la terapia con la
Cbl normalizza i valori plasmatici sia di TNF-α sia di EGF (Peracchi et al.,
2001). Quindi è possibile ipotizzare che la regolazione del complesso sistema
di citochine e fattori di crescita da parte della Cbl non sia limitata al SNC, ma
possa avvenire anche in altri organi e tessuti del corpo umano.

Come precedentemente ricordato, la mielina e le cellule gliali sono un
bersaglio della carenza di Cbl sia nella DSC (Pant et al., 1968; Kunze et al.,
1976; Harper and Butterworth, 2002) sia negli animali in carenza di Cbl, ad es.
nel ratto TGX (Scalabrino, 2001). Abbiamo confermato che la DSC è una
malattia mielinolitica pura (Powers, 1996), poiché nel SNC dei ratti carenti in
Cbl non sono stati osservati segni morfologici di rimielinizzazione o di
danno degli oligodendrociti (Tredici et al., 1998a). L’“attivazione” delle cellu-
le gliali precedentemente dimostrata nei reperti autoptici di SNC di pazienti
con DSC (Pant et al., 1968) come pure nel SNC dei pipistrelli carenti in Cbl
(Metz et al., 1987), è stata confermata dai nostri studi (Scalabrino et al., 1995;
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Tredici et al., 1998a). Nei ratti TGX abbiamo dimostrato un persistente e diffu-
so aumento dell’immunoreattività degli astrociti per la GFAP nella sostanza
grigia del midollo spinale (Scalabrino et al., 1995) e una persistente attivazio-
ne delle cellule della microglia sia nella sostanza bianca sia nella sostanza gri-
gia del midollo spinale (Tredici et al., 1998a). Infine, i livelli del mRNA per la
GFAP diminuiscono significativamente nel midollo spinale e nell’ipotalamo,
ma non nella corteccia, nell’ippocampo o nello striato dei ratti TGX
(Magnaghi et al., 2002), permettendo di ipotizzare che l’azione neurotrofica
della Cbl nel SNC del ratto possa essere zonale (Magnaghi et al., 2002). Il trat-
tamento postoperatorio con Cbl ai ratti TGX riduce fortemente la mielinolisi,
l’edema interstiziale nel SNC (vedi Figura 5, riquadro C), l’astrogliosi, la
positività per la GFAP (Scalabrino et al., 1995; Tredici et al., 1998a) e riporta ai
valori di controllo i livelli del mRNA per la GFAP (Magnaghi et al., 2002).
Abbiamo però osservato che non ci sono cambiamenti dei livelli degli mRNA
per la principale proteina della mielina (la proteina basica della mielina
(MBP)) nel SNC dei ratti TGX (con la sola eccezione dell’ipotalamo), e dei
livelli degli mRNA per la glicoproteina P0 e la proteina della mielina del SNP,
la P22 (Magnaghi et al., 2002): questi risultati confermano la natura mielinoli-
tica e non demielinizzante della DSC sperimentale. Abbiamo anche dimo-
strato che la Me-Cbl radioattiva (marcata con C14) viene captata in vivo quasi
esclusivamente dalle cellule gliali e dalle fibre mieliniche della sostanza bian-
ca nel midollo spinale del ratto (Scalabrino et al., 1999). Nel midollo spinale
dei ratti TGX abbiamo anche dimostrato una diminuzione significativa nei
livelli delle due subunità H e L della ferritina (una delle principali proteine
contenenti il ferro e sintetizzata anche dagli oligodendrociti), senza tuttavia
che si osservino modificazioni del contenuto di ferro del midollo spinale
(Cairo et al., 2002). Possiamo quindi affermare che la carenza di Cbl colpisce
soprattutto il metabolismo del ferro da un punto di vista funzionale. Infine
l’ipotesi che la Cbl moduli la composizione del liquido cefalorachidiano, è
stata recentemente avvalorata da nostri studi sul liquido cefalorachidiano dei
ratti carenti in Cbl, in cui abbiamo dimostrato modificazioni qualitative e
quantitative nel proteoma del liquido cefalorachidiano (Gianazza et al., 2003). 

In conclusione, i nostri studi hanno ulteriormente dimostrato che la Cbl,
analogamente a quanto dimostrato da altri autori per altre vitamine (Brown
et al., 1999; Tsaioun, 1999), modula l’espressione di alcuni geni nel SNC. La
1,25(OH)2D3 (il metabolita attivo della vitamina D3) induce la sintesi di alcu-
ni fattori neurotrofici nelle cellule gliali primarie in coltura (Brown et al.,
1999), mentre la vitamina K regola l’espressione di Gas 6, un fattore neutrofi-
co prodotto da un gene specifico dell’arresto della crescita cellulare (Tsaioun,
1999). Tutti questi studi aprono senza dubbio nuove prospettive sulla moda-
lità di azione di almeno tre vitamine (la vitamina B12, la vitamina D3 e la vita-
mina K) nel SNC dei mammiferi. 
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2. Le cause del deficit di vitamina B12

nell’uomo

2.1. I difetti geneticamente determinati del trasporto e/o
del metabolismo della Cbl o dei suoi coenzimi

Le patologie geneticamente determinate del trasporto e del metabolismo
della Cbl mostrano fenotipi peculiari: ritardo nello sviluppo staturo-ponde-
rale, sintomatologia neurologica e solo raramente anemia megaloblastica
(Rosenblatt and Fenton, 2001). Queste patologie sono dovute a patologie gene-
ticamente determinate della sintesi del coenzima Ado-Cbl o di quello Me-Cbl
o di entrambi. Altre patologie geneticamente determinate che coinvolgono
l’assorbimento intestinale della Cbl dipendono dalla mancata formazione o
difettoso funzionamento del complesso FI-Cbl, o dalla mancanza o diminu-
zione dell’assorbimento del complesso FI-Cbl, o dall’impossibilità del tra-
sporto della Cbl al di fuori dei lisosomi o infine dal difettoso rilascio della Cbl
in circolo (Seetharam and Yammani, 2003). Le principali cause genetiche di
carenza di Cbl sono riportate nella Tabella 3.

2.1.1. La deficienza di aptocorrina
La deficienza di aptocorrina è stata diagnosticata solo in un numero

molto limitato di bambini e si presenta associata a deficienza di altre protei-

Cause genetiche Cause acquisite 

● Deficienza di aptocorrina ● Carenze nutrizionali
● Anomalie del FI ● Gastrite (autoimmune o da Helicobacter
● Anomalie nella formazione del Pylori) 
complesso FI-Cbl ● Tumori gastrici
● Patologie dell’assorbimento ● Gastrectomia totale o parziale
intestinale ● Malattie intestinali (infestazione da 
● Patologie del trasporto della Cbl Diphyllobothrium latum, la sindrome da
● Blocco della Cbl all’interno della ansa cieca, la sprue tropicale, ecc.) 
cellula ileale ● Insufficienze funzionali del pancreas
● Sindrome di Imerslund-Gräsbeck esocrino
● Patologie del  rilascio della Cbl ● Uso prolungato di N2O in anestesia 
nel sangue
● Anomalie della sintesi dei coenzimi 
contenenti Cbl

Tabella 3. Principali cause di deficit di Cbl nell’uomo.
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ne sintetizzate dai granulociti neutrofili, come ad esempio la lattoferrina.
Non è stata però identificata alcuna mutazione a livello del gene dell’apto-
corrina responsabile di tale malattia. Inoltre, i pazienti con deficit sierico di
aptocorrina presentano un basso livello sierico di Cbl, ma non mostrano alcu-
na sintomatologia di deficienza vitaminica (Lin et al., 2001; Rosenblatt and
Fenton, 2001; Seetharam and Yammani, 2003).

2.1.2. Il malassorbimento della Cbl dovuto ad una difettosa formazione
del complesso FI-Cbl o ad una difettosa struttura del FI

La mancata formazione del complesso FI-Cbl o il suo mancato funziona-
mento sono la conseguenza dell’inadeguata dissociazione della Cbl dalle
proteine alimentari, di un ridotto trasferimento della Cbl dalle proteine R al
FI, della mancata sintesi del FI, e della sintesi di un FI anomalo (Rasmussen et
al., 2001). Il ridotto passaggio della Cbl dalle proteine R al FI può essere
dovuto ad insufficiente secrezione di proteasi pancreatiche o alla loro inatti-
vazione. Il FI può non funzionare a causa di mutazioni a livello del sito del
suo legame con la Cbl, oppure a livello del sito di legame con la CUB, oppu-
re a livello dei siti dell’azione degli enzimi proteolitici, diventando così più
sensibile all’azione di quest’ultimi. In questo tipo di malattie la funzionalità
e la morfologia delle cellule gastriche sono normali. 

2.1.3. La sindrome di Imerslund-Gräsbeck (ovvero l’anemia mega-
loblastica di tipo 1 (MGA1))

Nei bambini con la sindrome di Imerslund-Gräsbeck (una malattia auto-
somica recessiva, anche denominata MGA1) è presente un malassorbimento
degli enterociti selettivo per la Cbl (Carmel et al., 2003a). Questi pazienti pre-
sentano anemia megaloblastica e raramente deficit neurologici. Il malassor-
bimento della Cbl in questi pazienti è dovuto ad un mancato assorbimento
del complesso FI-Cbl o ad un suo ridotto assorbimento dovuto alla presenza
di mutazioni nel gene CUB: ciò provoca consistenti diminuzioni dell’affinità
del legame tra CUB ed il complesso FI-Cbl (Seetharam and Yammani, 2003).
Esistono però più fenotipi della sindrome di Imerslund-Gräsbeck, dovuti a
diversi tipi di mutazioni non solo a livello del gene CUB ma anche in altri
geni accessori, come ad esempio quello della MG o quello dell’“amnionless”*
(AML) (Tanner et al., 2003). 

In studi condotti su popolazioni finniche sono stati evidenziati due tipi
di mutazioni nel gene della CUB. Una (comunemente denominata FM1)
comporta la sostituzione della prolina (residuo in posizione 1297) con una
leucina ed avviene a livello del dominio 8 della CUB coinvolgendo il sito di
legame con il complesso FI-Cbl. L’altra mutazione (comunemente denomi-
nata FM2) riguarda un singolo nucleotide e provoca la formazione di “codo-
ni di stop”** multipli nel dominio 6 della CUB. Mentre i pazienti con la muta-
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zione FM1 hanno una CUB con una diminuita affinità per il complesso FI-
Cbl, quelli con la mutazione FM2 hanno un recettore tronco che non rag-
giunge l’apice degli enterociti, condizione necessaria per l’assorbimento della
Cbl (Aminoff et al., 1999; Kristiansen et al., 2000).

Talvolta il malassorbimento della Cbl è invece dovuto ad una ritenzione
della Cbl all’interno della cellula ileale: ciò avviene a séguito della mancata
fuoriuscita della Cbl dai lisosomi (Rosenblatt et al., 1985). Questa rara malat-
tia dimostra l’importanza dei lisosomi nel trasporto della Cbl all’interno
della cellula ileale e viene spesso classificata come una delle forme della sin-
drome di Imerslund-Gräsbeck, in quanto coinvolge l’assorbimento della Cbl
dopo la formazione del complesso FI-Cbl e prima del trasferimento alla TCII
(Seetharam and Yammani, 2003).
(*Amnionless: indica l’assenza dell’amnios. Il primo prodotto genico
dell’AML ad essere scoperto è stato una proteina trasmembrana espressa
durante la gastrulazione sul foglietto viscerale extraembrionico. La mutazio-
ne di questa proteina determina la mancata formazione dell’amnio (da qui il
nome) e del foglietto mesodermico. Successivamente sono stati identificati
altri prodotti proteici del gene AML tra cui una proteina coinvolta nell’assor-
bimento della Cbl (Kalantry et al., 2001)).
(**Codone: è una sequenza di tre nucleotidi continui codificante per un ami-
noacido. **Codone di stop: codone non associato ad alcun aminoacido che
segnala la fine della “traduzione” di un mRNA e il rilasciamento del poli-
peptide).

2.1.4. Patologie della TCII
Queste malattie sono dovute alla mancata sintesi della TCII o alla pro-

duzione di TCII non funzionalmente utile e quindi non in grado di legarsi
alla Cbl. Entrambe le malattie sono autosomiche ereditarie (Seetharam and
Yammani, 2003). Nella popolazione bianca, il polimorfismo più frequente nel
gene della TCII è la sostituzione della guanina con la citosina in posizione 775
(775G>C), il che provoca la sostituzione della prolina con l’arginina al codo-
ne 259. Nei soggetti omozigoti per la presenza dell’arginina nella proteina
della TCII i livelli sierici di MMA sono più alti di quelli in soggetti con altro
genotipo (Miller et al., 2002). 

2.1.5. Le patologie della sintesi dei coenzimi contenenti Cbl 
Le anomalie geneticamente determinate della sintesi dei coenzimi conte-

nenti la Cbl causano alcune malattie del metabolismo della Cbl. I pazienti che
presentano queste malattie sono divisi in sette tipi denominati: CblA, CblB,
CblC, CblD, CblE, CblF, CblG, ognuno dei quali è a trasmissione autosomica
recessiva. Le malattie “CblA” e “CblB” sono dovute ad una diminuzione della
sintesi della Ado-Cbl, ma accompagnate da una normale sintesi della Me-
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Cbl, e quindi da alti livelli sierici di MMA (con conseguentemente aciduria
metilmalonica). Nei pazienti con le malattie “CblA” e “CblB” è stata dimo-
strata mediante un’analisi di complementazione genetica la presenza di due
lesioni in due loci geneticamente distinti. Studi in vitro su cellule di pazienti
con “CblA” hanno dimostrato che esse sono incapaci di convertire la OH-Cbl
in Ado-Cbl, mentre sono in grado di produrre Me-Cbl. Tali cellule presenta-
no, infatti, un’anomalia in una Cbl-riduttasi mitocondriale che interviene a
livello delle prime tappe del metabolismo mitocondriale della Cbl (Watkins et
al., 2000). I fibroblasti dei pazienti con patologia “CblB” presentano invece
anomalie a livello dell’enzima cob(I)alamina adenosiltrasfersi (E.C. 2.5.1.17)
(Rosenblatt and Fenton, 2001). I pazienti con patologia “CblE” e “CblG” hanno
una diminuita sintesi di Me-Cbl e una normale sintesi di Ado-Cbl, con con-
seguente deficit dell’attività della metionina sintetasi. L’analisi di comple-
mentazione genetica basata sull’incorporazione di N5-metilFH4 ha permes-
so di distinguere i due gruppi di complementazione di pazienti con malattia
“CblE” o con malattia “CblG”. I pazienti con malattia “CblE” presentano una
serie di mutazioni nel gene che codifica per l’enzima metionina-sintetasi-
riduttasi (E.C. 4.2.99.10) che è necessario per la riduzione della Cbl a
cob(I)alamina, e pertanto permette il legame della Cbl stessa alla metionina
sintetasi (Leclerc et al., 1999). I pazienti con la malattia “CblG” hanno invece
anomalie a livello della subunità catalitica della metionina sintetasi (Chen et
al., 1997). I pazienti con le malattie “CblC” o “CblD” o “CblF” presentano una
diminuita sintesi di entrambi i coenzimi della Cbl, con conseguente aciduria
metilmalonica e omocisteinuria. Le cellule dei pazienti con patologia “CblC”
(e in misura minore quelle dei pazienti con patologia “CblD”) presentano
anomalie nell’enzima citosolico cob(III)alamina-riduttasi (E.C. 1.6.99.9), che
riduce il Co+++ della Cbl prima della formazione della Me-Cbl. Nelle pato-
logie “CblC” e “CblD” è stata anche descritta una deficienza parziale della
cob(III)alamina-riduttasi microsomiale (Rosenblatt and Fenton, 2001). Nelle
cellule dei pazienti con deficit “CblF” si osserva invece un difetto nella fuo-
riuscita della Cbl dai lisosomi, dopo essere stata endocitata dalla cellula
(Rosenblatt and Fenton, 2001).

2.2. Le malattie che causano una carenza acquisita di vita-
mina B12 nell’adulto

L’AP è la causa più comune della carenza acquisita della Cbl. Essa è una
malattia a patologia autoimmune verso le cellule parietali del corpo e del
fundus dello stomaco, anche se nel sangue dei pazienti si possono riscontra-
re anche autoanticorpi contro la pompa protonica delle cellule e/o contro il
FI stesso. La ovvia conseguenza di ciò è la ridotta produzione o inattivazio-
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ne del FI. La reazione autoimmune è mediata dai linfociti T del tipo CD8+.
L’autoimmunizzazione contro le cellule parietali causa una gastrite cronica di
tipo atrofico (di tipo A) e riduce grandemente anche la produzione di acido
cloridrico (acloridia). Anche la gastrite da Helicobacter Pylori (gastrite atro-
fica di tipo B) è una malattia in cui si riduce il numero delle cellule parietali
dello stomaco che producono il FI (King et al. 1979; Suter et al. 1991). La GT
(ma in certi casi anche quella parziale) implicano la totale o parziale perdita
della sintesi di FI e, in ultima analisi, una carenza di Cbl nell’organismo
(Tovey et al., 1990; Adachi et al., 2000). 

Anche nel 50-70% dei pazienti con insufficienza funzionale del pancreas
esocrino in séguito a pancreatiti croniche o a pancreatectomia è stato dimo-
strato un malassorbimento della Cbl (Allen et al., 1978). Studi clinici condotti
su questi pazienti hanno dimostrato che il cattivo assorbimento della Cbl è
dovuto alla carenza di proteasi pancreatiche che a sua volta impedisce la scis-
sione della Cbl dalla proteina R. La Cbl nel duodeno normale è unita esclu-
sivamente al FI, mentre nel duodeno di pazienti con insufficienza pancreati-
ca il 65% della vitamina è unita alla proteina R, venendosi così a formare un
complesso non riconoscibile dai recettori degli enterociti ileali (Allen et al.,
1978). 

Anche alcune malattie intestinali, quali l’infestazione da Diphyl-
lobothrium latum, la sindrome dell’ansa cieca (in cui parassiti e/o i batteri
competono con l’organismo ospite per l’utilizzazione della Cbl (Schjonsby,
1972, 1973)), la sprue tropicale (Backer et al., 1970; Klipstein, 1970), la malattia
celiaca e il morbo di Crohn sono altre cause di malassorbimento della Cbl. 

La carenza di Cbl può essere dovuta ad un’insufficiente introduzione
della vitamina con l’alimentazione (diete strettamente vegetariane, cioè il
veganismo) o a varie malattie dei vari organi coinvolti nel suo assorbimento
(Seetharam, 1994).

L’uso prolungato dell’ossido nitroso (N2O), utilizzato come anestetico in
odontoiatria, può causare uno stato carenziale di Cbl in quanto esso impedi-
sce la riduzione della Cbl(II) (divalente) a Cbl(I) (monovalente): la Cbl così
inattivata non può essere utilizzata nelle resintesi dei coenzimi Cbl-dipen-
denti (Antony, 2000). Le principali malattie che comportano una carenza
acquisita di Cbl sono riportate nella Tabella 3.

2.3. La carenza acquisita di Cbl in età pediatrica

Le cause della carenza acquisita di Cbl in età pediatrica sono rappresen-
tate da carenze nutrizionali (ad es. nutrizione con latte da madri carenti in
Cbl). Occorre quindi diagnosticare per tempo uno stato di carenza di Cbl
della madre (Rasmussen et al., 2001).
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3. Cenni sulle principali manifestazioni
cliniche delle malattie genetiche del
trasporto e del metabolismo della Cbl
e della sintesi dei suoi coenzimi

Le patologie geneticamente determinate del trasporto e del metabolismo
della Cbl si manifestano con una sintomatologia neurologica differente da
quella delle malattie da carenza acquisita di Cbl nell’adulto e in relazione al
tipo di patologia interessata (cioè, del trasporto della Cbl o del suo recettore
o della sua funzione coenzimatica) (Rosenblatt and Fenton, 2001). 

3.1. Le malattie del trasporto della Cbl

Sono stati diagnosticati alcuni bambini con patologia dovuta a deficit
geneticamente determinato del FI e chiamata IIFD (Inherited Intrinsic Factor
Deficiency) dovuta a delezione di parte del gene per il FI (Yassin et al., 2004)
oppure alla presenza di una sequenza aberrante del gene per il FI che tutta-
via non si associa a un fenotipo IIFD (Gordon et al., 2004). Il midollo osseo dei
pazienti del primo tipo mostra il caratteristico aspetto megaloblastico
(Rosenblatt and Fenton, 2001). Sono stati anche identificati bambini con un FI
normale ma con malassorbimento della Cbl dovuto a mutazioni a livello del
gene CUB o AML o MG (Rosenblatt and Fenton, 2001; Tanner et al., 2003).
Questi pazienti presentano tutti la sintomatologia analoga a quella della sin-
drome di Imerslund-Gräsbeck, consistente in anemia megaloblastica giova-
nile (MGA1) e proteinuria. A differenza dei pazienti con anomalie a livello di
FI, il normale assorbimento intestinale della Cbl non è ripristinato dalla som-
ministrazione di succo gastrico normale (Rosenblatt and Fenton, 2001). 

Sono stati infine riscontrati casi di bambini con deficit di TCII, che si
manifesta principalmente con ritardo nella crescita staturo-ponderale, ane-
mia megaloblastica, immunodeficienza e disturbi neurologici (Rosenblatt and
Fenton, 2001). La sintomatologia neurologica si manifesta più tardivamente e
in forma più lieve nei bambini con deficit geneticamente determinato del FI,
della CUB o dell’AML o della MG. Questa differenza della comparsa tempo-
rale delle due patologie può essere attribuita al fatto che il meccanismo dell’
assorbimento intestinale della Cbl cambia dal tipo pinocitico a quello recet-
toriale solo dopo il primo anno di vita: la presenza della TCII è invece sem-
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pre indispensabile sin dai primi giorni di vita per permettere l’entrata della
Cbl nella cellula (Rosenblatt and Fenton, 2001). 

Va ricordato che nelle patologie geneticamente determinate della Cbl nei
loro vari aspetti l’anemia megaloblastica è connessa principalmente alle
patologie del trasporto della Cbl, mentre essa non è riscontrabile nelle pato-
logie da alterato metabolismo della Cbl. Le anormalità biochimiche conse-
guenti al carente funzionamento degli enzimi Cbl-dipendenti (cioè l’iperme-
tilmalonacidemia e l’iperomocisteinemia) vengono riscontrate in qualsiasi
patologia geneticamente determinata e non, che comporti una carenza in Cbl.
Occorre qui ricordare però che le quantità di MMA e di OMOCIS escrete con
le urine sono di norma più basse nei pazienti con patologie del trasporto
della Cbl rispetto a quelle escrete dai pazienti con patologie del suo metabo-
lismo (Rosenblatt and Fenton, 2001). Infatti il rene svolge in condizioni norma-
li un ruolo molto importante nella regolazione della quantità escreta di MMA
e di OMOCIS.

3.2. Le malattie del metabolismo della Cbl

L’iperomocisteinemia e l’ipermetilmalonicoacidemia, entrambe dovute
all’insufficiente funzionamento dei coenzimi contenenti la Cbl, sono molto
più marcate nelle malattie dovute a difetti del metabolismo cellulare della
Cbl rispetto a quelle dovute a deficit del trasporto della Cbl. I pazienti con
patologia “CblA” o “CblB” presentano sintomatologie molto simili sia tra loro
e sia a quelle dei pazienti con difetto genetico della MMCoA-mutasi: letargia,
ritardo nella crescita staturo-ponderale, vomito ricorrente e ipotonia musco-
lare. Significativamente l’anemia megaloblastica, caratteristica delle malattie
del trasporto della Cbl e/o delle malattie genetiche della sintesi della MeCbl
(cioè i pazienti con le patologie “CblC”, “CblD”, “CblE”, “CblF” o “CblG”),
non è presente nei pazienti con patologia “CblA” o “CblB” (Rosenblatt and
Fenton, 2001). 

I pazienti con patologia “CblE” o “CblG” sono sintomatologicamente
molto simili tra loro sia dal punto di vista clinico sia da quello delle conse-
guenze biochimiche in essi presenti: vomito, ritardo nello sviluppo staturo-
ponderale, letargia e una grave sintomatologia neurologica dovuta a atrofia
cerebrale. In entrambe queste malattie i sintomi neurologici sono quelli pre-
ponderanti (Rosenblatt and Fenton, 2001).

Nei bambini con patologie geneticamente determinate della Cbl le mani-
festazioni neurologiche differiscono generalmente da quelle della DSC.
Infatti in questi bambini i danni neurologici sono di norma limitati all’ence-
falo e consistenti nella perdita di sostanza bianca e ritardo nella mielinizza-
zione (Enns et al., 1999); mediante la risonanza magnetica nucleare (RMN) si
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riscontrano infatti diffusi rigonfiamenti della sostanza bianca sovratentoria-
le, ritardo nella mielinizzazione e atrofia corticale (Rosenblatt et al., 1997). 

Sia l’indagine mediante RMN del SNC dei bambini con patologia “CblC”
sia i reperti autoptici dei pochissimi casi di bambini deceduti per patologia
“CblC” hanno rivelato invece che questa malattia genetica è l’unica, tra quel-
le geneticamente determinate del trasporto e del metabolismo della Cbl, che
presenti un quadro neuropatologico simile a quello della DSC. Nella patolo-
gia “CblC” le manifestazioni neurologiche sono le principali, mentre solo in
alcuni pazienti sono presenti anemia megaloblastica (Rosenblatt and Fenton,
2001). Invece la sintomatologia clinica dei pazienti con patologia “CblD”
appare essere meno grave rispetto a quella dei pazienti con patologia “CblC”
(Rosenblatt and Fenton, 2001). Nei pazienti con patologia “CblF” la sintomato-
logia consiste essenzialmente in un ritardo nello sviluppo psico-somatico,
mentre solo alcuni di essi presentano macrocitosi, ipersegmentazione dei
granulociti polimorfonucleati, neutropenia o trombocitopenia (Rosenblatt and
Fenton, 2001). 
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4. Principali manifestazioni cliniche
delle malattie da carenza acquisita
di vitamina B12 nell’età adulta (cioè
le cosiddette anemie perniciose e
perniciosiformi)

I termini “Anemia Perniciosa” sono spesso usati per indicare una situa-
zione acquisita di carenza di Cbl nell’adulto, ma in realtà essi dovrebbero
essere attribuiti solo alla condizione patologica in cui un’alterazione della
mucosa gastrica produce un’insufficiente produzione o funzione del FI che
impedisce o riduce significativamente l’assorbimento della Cbl.
Tradizionalmente, l’AP rientra nel gruppo più ampio delle anemie megalo-
blastiche (Allen, 1996).

L’AP è caratterizzata da difetti nella sintesi del DNA delle cellule del-
l’apparato digerente e del midollo osseo (segnatamente delle cellule della
serie eritropoietica) (Allen, 1996; Antony, 2000).

Qui vengono esposti solo alcuni cenni sulle manifestazioni cliniche,
rimandando i lettori ai principali trattati italiani e/o anglosassoni di emato-
logia, neurologia e gastroenterologia per ulteriori approfondimenti.

4.1. Le principali manifestazioni ematologiche

Gli aspetti ematologici classici della deficienza di Cbl nell’adulto sono
l’anemia ipercromica, l’aumento del volume corpuscolare medio e, in fase
più avanzata, la trombocitopenia e la neutropenia. La caratteristica biochimi-
ca degli eritroblasti anomali chiamati megaloblasti è la difettosa sintesi del
DNA. Nel ciclo cellulare normale delle cellule eucariotiche la fase G1 è segui-
ta dalla fase di sintesi (fase S) del DNA, dalla fase G2, dalla mitosi e dalla cito-
cinesi. Nel ciclo cellulare normale la maggior parte delle cellule è in fase G1
e presenta quindi una quantità di DNA pari a 2N (dove N è la quantità di
DNA nel genoma aploide), mentre solo alcune cellule (in fase S, G2 e prima
della divisione mitotica) hanno una quantità pari a 4N. Invece nei pazienti
affetti da anemia megaloblastica la maggior parte delle cellule “labili” secon-
do la classificazione di Bizzozzero (cioè i megaloblasti, gli enterociti e le cel-
lule della mucosa gastrica) durante la loro duplicazione si caratterizza per un
raddoppiato patrimonio di DNA (4N) in fase S, nella quale queste cellule si
arrestano. I nuclei dei megaloblasti sono più larghi di quelli dei normoblasti
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(vedi Figura 7, riquadri A e B) e la cromatina si presenta dispersa in maniera
anomala a causa di una condensazione ritardata. Anomalie cromosomiche
come un eccessivo allungamento dei cromosomi e/o rotture casuali ed ecces-
sive costrizioni a livello dei centrioli possono essere presenti nei megalobla-
sti. Gli eritrociti maturi derivati dai megaloblasti presentando un volume
maggiore del normale sono detti macrociti (Carmel, 2004). Man mano che lo
stato anemico si aggrava, la poichilocitosi dei macrociti diviene più pronun-
ciata con presenza di cellule a forma di lacrima (Kass, 1976). Inoltre si può

Figura 7. Microfotografia di aspirato midollare ottenuto da un paziente
affetto da anemia perniciosa. E’ possibile osservare alcuni megaloblasti in
differente stadio maturativo. Colorazione: May-Grünwald-Giemsa. (Dalla
istoteca del Prof. Rosario Scalabrino).
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osservare un aumento sia dell’eritropoiesi inefficace dovuto ad un’eccessiva
fagocitosi dei megaloblasti, sia dell’emolisi intravascolare con una diminu-
zione del 30-50% della durata di vita dei megalociti. Quest’ultima anomalia
è responsabile della breve sopravvivenza degli eritrociti trasfusi ai pazienti
con AP (Babior, 2001). Si formano dei metamielociti giganti con larghi nuclei
di forma anomala e con citoplasma contenente sia granuli eosinofili che gra-
nuli basofili (Kass, 1976). I neutrofili polimorfonucleati maturi si presentano
invece con nucleo lobato a restrizioni localizzate e con ipersegmentazione
nucleare (Carmel, 2004).

4.2. Le principali manifestazioni neurologiche

La carenza di Cbl causa anche una varietà di sintomi neuropsichiatrici,
riassunti nella Tabella 4. Il termine DSC definisce la neuropatia da carenza di
Cbl frequentemente associata all’AP: essa colpisce sia le colonne posteriori
del midollo spinale sia i nervi periferici. La durata delle manifestazioni neu-
rologiche è più lunga nei pazienti non anemici (Healton et al., 1991). Di solito
la gravità delle manifestazioni neurologiche aumenta con l’aggravarsi delle
manifestazioni ematologiche (Healton et al., 1991; Savage and Lindenbaum,
1995). La sintomatologia della DSC è costituita da disturbi della sensibilità
profonda, parestesie agli arti, disordini della deambulazione che in rari casi
possono arrivare alla atassia spastica, deficit cognitivo e la demenza. La DSC
nella sua manifestazione nel SNC è caratterizzata da demielinizzazione della
sostanza bianca del tratto corticospinale e delle colonne posteriori del midol-
lo spinale. Al microscopio ottico numerosi vacuoli nella sostanza bianca del
midollo spinale sostituiscono le guaine mieliniche: ne risulta che la sostanza
bianca del midollo spinale acquista un aspetto spongiforme. L’edema intra-
mielinico e quello interstiziale stanno alla base della diffusa vacuolizzazione
riscontrabile al microscopio ottico (Tredici et al., 1998a) (Figura 4, riquadri da
A a C, e Figura 8). La sostanza bianca dell’encefalo può essere colpita, anche
se più raramente (come ad esempio nella leucoencefalopatia associata a defi-

●● Anosmia
●● Atassia 
●● Perdita del gusto
●● Perdita della memoria 
●● Parestesie 
●● Delirio
●● Psicosi paranoiche

Tabella 4. Principali manifestazioni neurologiche e psichiatriche della DSC.
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cit di Cbl (Chatterjee et al, 1996; Heckman et al. 2003)). Non sono mai stati osser-
vati aspetti morfologici di rimielinizzazione (Pant et al., 1968; Kunze et al.,
1976). Infine, un’altra manifestazione caratteristica della DSC è la polineuro-
patia che coinvolge in particolare i nervi sensitivi. Non è ancóra chiaro se la
polineuropatia sia una manifestazione distinta o secondaria alla neuropatia
centrale (Sapertein et al., 2003). Anche alcuni dati dimostrano che nella DSC
sperimentale il SNP viene colpito in concomitanza con il SNC piuttosto che
come conseguenza del danno a quest’ultimo (Tredici et al., 1998b). 

Una tipica caratteristica neuropatologica della DSC è l’astrogliosi, men-
tre gli oligodendrociti e i neuroni sembrano normali (Pant et al., 1968; Kunze
et al., 1976). Non è mai stato osservato nelle autopsie del SNC di pazienti
morti per AP alcun segno istopatologico di infiammazione (Pant et al., 1968;
Kunze et al., 1976). La DSC pertanto non può essere considerata una vera
malattia neurodegenerativa, perché etimologicamente il sostantivo “neuro-

Figura 8. Sezione coronale di midollo spinale con DSC, ottenuto da autopsia
di un paziente con AP (ingrandimento: 10X).
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degenerazione” si riferisce a condizioni patologiche che colpiscono princi-
palmente i neuroni o specifici gruppi neuronali (Przedborski et al., 2003).
L’edema della sostanza bianca  può essere rilevato mediante la RMN (Bassi et
al., 1999) e può essere considerato in parte responsabile delle variazioni fun-
zionali dei tests elettrofisiologici dei potenziali evocati (Fine et al., 1990).

4.3. Le principali manifestazioni a carico dell’apparato
digerente

La carenza acquisita di Cbl nell’adulto causa numerose anomalie del-
l’apparato digerente. La lingua diventa liscia, turgida e rossa a causa di una
glossite atrofica. All’esame endoscopico dello stomaco si osservano una per-
dita delle pieghe della mucosa e un suo assottigliamento. La gastrite atrofica
può essere classificata in: gastrite di tipo A (autoimmune), in cui le lesioni col-
piscono il fundus e il corpo dello stomaco, e gastrite di tipo B (non-autoim-
mune) in cui le lesioni colpiscono l’antro dello stomaco oltre al fundus e al
corpo. Biopsie dello stomaco di pazienti con AP mostrano una constante
infiltrazione di linfociti e plasmacellule nella mucosa, accompagnata da
degenerazione delle cellule parietali. Nelle gastriti sopra ricordate il numero
delle ghiandole gastriche e quello delle cellule parietali si riducono, mentre
le cellule che producono zimogeno scompaiono e sono sostituite da cellule
che contengono muco (la cosiddetta metaplasia intestinale). Dall’1% al 3%
dei pazienti con AP sviluppano nel tempo un carcinoma gastrico e viceversa
il 2% dei pazienti con carcinoma gastrico sviluppano l’AP. 

4.4. Le principali manifestazioni immunologiche

E’ dimostrato da studi in vitro che la Me-Cbl blocca la produzione delle
principali citochine da parte dei linfociti T (Yamashiki et al., 1992). In partico-
lare essa agisce sulla sintesi dell’IL-6, dell’interferone-γ e dell’IL-1β che sono
citochine coinvolte in molte malattie immuno-mediate (Yamashiki et al., 1992).
Anche la duplicazione dei linfociti e delle cellule NK è condizionata dalla
disponibilità di Cbl. Infatti, nei pazienti con AP o perniciosiforme è stata
dimostrata una linfocitopenia e una diminuita attività delle cellule NK, con
un aumento del rapporto tra linfociti T helper (CD4) e linfociti T citotossici
(CD8) (Tamura et al., 1999). Tutti questi parametri sono riportati ai valori di
controllo dopo trattamento dei pazienti con Me-Cbl. Nelle forme più gravi di
AP i linfociti e i monociti appaiono più grandi del normale; i soli monociti
presentano il nucleo plurilobato (Kass, 1976). Il livello di immunoglobuline
non sembra invece essere influenzato dai livelli di Cbl (Tamura et al., 1999).
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5. Patogenesi delle principali manife-
stazioni biochimiche e della sinto-
matologia clinica da carenza di vita-
mina B12

5.1. La patogenesi della sintomatologia delle malattie
geneticamente determinate

Nelle patologie genetiche del trasporto e del metabolismo della Cbl si
evidenzia una diminuzione dei livelli endocellulari di Ado-Cbl e/o della Me-
Cbl con conseguente diminuita attività rispettivamente della MMACoA-
mutasi e della metionina-sintetasi. Ciò comporta l’accumulo di OMOCIS e
MMA nei tessuti e nei liquidi fisiologici. Le anomalie dello sviluppo del SNC
sembrano essere dovute in parte a difetti della sintesi della mielina e alla
diminuita attività della metionina-sintetasi. Le ipotesi formulate fanno riferi-
mento alla neurotossicità dell’aumentato livello di OMOCIS nei tessuti e nel
sangue, alla ridotta metilazione (causata da una ridotta sintesi di SAM) delle
proteine, dei neurotrasmettitori e del DNA o infine alla cosiddetta “trappo-
la” del N5-metilFH4 (Rosenblatt and Fenton, 2001) precedentemente proposta
per spiegare le anomalie ematologiche e neurologiche dell’AP (Das and
Herbert, 1989). Quest’ultima consiste nel fatto che, a causa della mancata atti-
vità della metionina-sintetasi, si ha un accumulo “trappola” di N5-metilFH4
che non può essere riconvertito a FH4 ed essere quindi coinvolto nei proces-
si di metilazione e di sintesi del DNA. Nonostante le ipotesi formulate, la
patogenesi della sintomatologia delle malattie geneticamente determinate è
ancóra oscura.

5.2. La patogenesi dei principali danni da carenza acquisi-
ta di vitamina B12

Nel passato le ipotesi formulate per spiegare la patogenesi della sinto-
matologia della DSC erano puramente biochimiche (Surtees, 1993; Weir and
Scott, 1995) e facevano riferimento: (a) ad una diminuita attività della L-
MMCoA-mutasi che causerebbe la sintesi di acidi grassi anomali con un con-
seguente danno alla struttura della mielina (Beck, 1991; Wickramasinghe,
1999); (b) ad una ridotta attività della metionina-sintetasi che causerebbe un
diminuito apporto di SAM con conseguente danno alle metilazioni nel SNC
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(Bottiglieri, 1996; Wickramasinghe, 1999; Molloy and Weir, 2001; Briddon, 2003);
(c) ad una neurotossicità dell’aumento della OMOCIS a séguito della ecces-
siva stimolazione dei recettori N-metil-D-aspartato da parte di tale ammi-
noacido (Lipton et al., 1997); (d) ad un’aumentata concentrazione di analoghi
della Cbl nel sangue dei pazienti Cbl-deficienti (Allen et al., 1978; Carmel et al.,
1988). Recentemente, i livelli di SAM e di cisteina nel siero di pazienti con AP
con sintomi neurologici sono stati trovati essere più alti rispetto ai livelli dei
pazienti con AP senza sintomatologia neurologica (Carmel et al., 2003b). È
stata data molta importanza all’ipotesi che la riduzione dell’attività della
metionina-sintetasi dovuta alla carenza di Cbl potesse essere l’aspetto chiave
della patogenesi della DSC. Questa ipotesi è basata sul fatto che la carenza di
Cbl causa un accumulo di OMOCIS e di S-Adenosil-OMOCIS con conse-
guente diminuzione del rapporto SAM/S-Adenosil-OMOCIS e conseguente
drastica riduzione delle reazioni di metilazione. I principali dati che suppor-
tano questa ipotesi sono: (a) l’aggiunta in vitro di metionina è efficace come
la Cbl nel correggere la difettosa sintesi del DNA nelle cellule del midollo
osseo di pazienti carenti in Cbl (Sourial et al., 1985); (b) nel liquido cefalora-
chidiano dei pazienti con DSC la concentrazione di SAM è più bassa dei con-
trolli, mentre quella di OMOCIS è più alta (Bottiglieri, 1996); (c) l’aggiunta di
metionina alla dieta di scimmie esposte ad N2O migliorava significativa-
mente le lesioni del SNC simili a quelle della DSC (Scott et al., 1981).

I nostri studi volti a chiarire la patogenesi della DSC si sono focalizzati
sul ruolo di alcuni fattori di crescita e di alcune citochine, in particolare sul
ruolo del TNF-α e dell’EGF. Il TNF-α è coinvolto nella patogenesi di alcune
malattie neurologiche umane (ad es. la sclerosi multipla) e sperimentali (ad
es.: l’encefalomielite autoimmune murina (Benveniste, 1997) e la malattia di
Creutzfeldt-Jakob del topo (Kordek at al.,1996)) caratterizzate soprattutto da
vacuolizzazione o da demielinizzazione (Brosnan et al., 1995; Selmaj and Raine,
1995; Vitkovic et al., 2000). L’EGF è conosciuto come un regolatore della proli-
ferazione e/o del differenziamento delle cellule gliali e del differenziamento
dei neuroni (Yamada et al., 1997; Weisenhorn et al., 1999). Infine, l’IL-6 è coin-
volta nella patogenesi di alcune malattie umane e sperimentali del SNC,
come la malattia di Alzheimer (Blum-Degen et al., 1995), il morbo di Parkinson
(Blum-Degen et al., 1995; Müller et al., 1998) e la sclerosi laterale amiotrofica
(Sekizawa et al., 1998). Utilizzando il ratto TGX (per maggiori dettagli vedi il
capitolo 1.5.), abbiamo dimostrato che il punto chiave della patogenesi della
neuropatia centrale da carenza di Cbl è uno squilibrio nella sintesi di alcuni
fattori di crescita e/o citochine e non l’allontanamento della vitamina in sé.
Infatti la carenza di Cbl nel SNC del ratto provoca un’aumentata sintesi loca-
le di un fattore neurotossico, il TNF-α, e la contemporanea diminuita sintesi
locale di due agenti neurotrofici, l’EGF e l’IL-6. E’ stato quindi dimostrato che
la carenza cronica di Cbl nel SNC del ratto porta ad uno spostamento dell’e-
quilibrio fisiologico in favore della neurotossicità da TNF-α (Buccellato et al.,
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1999) rispetto ai due agenti neurotrofici, l’EGF (Scalabrino et al., 1999) e l’IL-6
(Scalabrino et al., 2002) (Figura 9). Ricerche cliniche condotte sul sangue e sul
liquido cefalorachidiano di pazienti con deficit grave di Cbl (Peracchi et al.,
2001; Scalabrino et al., 2004) sono in perfetto accordo con questi dati speri-
mentali. Occorre ricordare che è stato dimostrato che uno squilibrio nella
produzione di un’ampia gamma di citochine è coinvolto anche nella patoge-
nesi della sclerosi multipla e del suo modello sperimentale, l’encefalomielite
autoimmune murina (Muñoz-Fernández and Fresno, 1998; Chitnis and Khoury,
2003). 

Il meccanismo mediante cui la deficienza di Cbl produce i suoi effetti
megaloblastici non è ancóra noto. L’ipotesi più accreditata è che la deficienza
di Cbl, causando una ridotta attività della metionina sintetasi, induca una
carenza di N5,N10-metileneFH4 all’interno della cellula (Das and Herbert,
1989). Tale carenza interrompe la conversione della deossiuridina monofo-
sfato (dUMP) a deossitimidina monofosfato (dTMP) con un aumento del rap-
porto dUMP/dTMP. L’elevata presenza di deossiuridina trifosfato (dUTP)
(derivata dalla dUMP per incorporazione di due gruppi fosfati) promuove
un’erronea incorporazione di residui d’uridina nel DNA che sono ricono-
sciuti ed eliminati (Das and Herbert, 1989; Antony, 2000). La mancanza di
deossitimidina trifosfato (dTTP) impedisce però il riparo della rottura al fila-
mento di DNA. Ripetute rotture al filamento di DNA portano a frammenta-
zioni del DNA (Antony, 2000).

Figura 9. La Cbl regola l’equilibrio tra la produzione di EGF, IL-6 e TNF-αα
nel SNC del ratto. In alto: in presenza di Cbl la sintesi è in favore della pro-
duzione di EGF e di IL-6. In basso: in carenza di Cbl la sintesi è in favore del
TNF-αα.
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6. Possibile coinvolgimento della vita-
mina B12 nella patogenesi di alcune
malattie neurologiche non classica-
mente collegate alla sua carenza

6.1. La sclerosi multipla

Già tra la fine degli anni ’50 e l’inizio degli anni ’60 del secolo scorso
erano stati condotti numerosi studi sui livelli di Cbl nel siero e/o nel liquido
cefalorachidiano di pazienti affetti da sclerosi multipla (per la relativa rasse-
gna bibliografica, vedi Reynolds et al., 1991). A tutt’oggi i risultati riguardo al
possibile ruolo della Cbl nella patogenesi della sclerosi multipla restano
ancóra contrastanti, nonostante siano applicati criteri più rigorosi per accer-
tare uno stato carenziale di Cbl. E’ ben noto che la sclerosi multipla è una
malattia immuno-mediata caratterizzata da demielinizzazione, flogosi,
danno assonale, e dalle cosidette “placche demielinizzanti” (Noseworthy et al.,
2000): nessuna di queste caratteristiche neuropatologiche è stata riscontrata
nella DSC. Sebbene la maggioranza dei pazienti con sclerosi multipla non ha
una chiara carenza di Cbl, è stato identificato un sottogruppo di pazienti che
mostrano l’associazione delle due anomalie (Reynolds, 1992a, b; Reynolds et al.,
1992). Per spiegare questo dato clinico si possono avanzare diverse ipotesi:
(a) la sovrapposizione di queste due anomalie può essere solo una coinci-
denza; (b) i pazienti con sclerosi multipla erano già carenti in Cbl preceden-
temente alla diagnosi clinica della malattia; (c) i pazienti con sclerosi multi-
pla e bassi livelli di Cbl rappresentano un sottogruppo di pazienti in cui la
sclerosi multipla ha un decorso particolare; (d) la carenza di Cbl può peggio-
rare il decorso della sclerosi multipla; o, infine, (e) l’associazione delle due
anomalie può essere una conseguenza della sclerosi multipla. Alcuni Autori
hanno ipotizzato che la riduzione dei livelli di Cbl nel siero e nel liquido cefa-
lorachidiano dei pazienti con sclerosi multipla potrebbe essere correlata a
precedenti trattamenti con corticosteroidi (Frequin et al., 1993). Tuttavia,
quando sono stati utilizzati tests biochimici (come i livelli di Cbl e i livelli di
MMA e OMOCIS nei liquidi fisiologici) per accertare la carenza di Cbl, è
emerso che i casi di sclerosi multipla con una carenza clinicamente grave di
Cbl sono poco frequenti (Goodkin et al., 1994). Pertanto il livello di Cbl nel
liquido cefalorachidiano non può ancóra essere utilizzato come parametro
diagnostico della sclerosi multipla (Nijst et al., 1990), anche se alcuni pazien-
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ti con sclerosi multipla siano stati curati con la sola terapia con Cbl (Reynolds
et al., 1991) o con la Cbl in combinazione con lofepramina e L-fenilalanina
(Loder et al., 2002). In alcuni pazienti con sclerosi multipla inoltre è stato
osservato un aumento dei livelli plasmatici di OMOCIS, senza tuttavia osser-
vare un’opposta modificazione dei livelli sierici e/o liquorali di Cbl (Vrethem
et al., 2003). Allo stato attuale delle conoscenze, la patogenesi della DSC e
quella della sclerosi multipla sembrano avere in comune solo l’aumentata
sintesi di TNF-α (Sharief and Thompson, 1992; Buccellato et al., 1999): l’aumen-
tata sintesi di TNF-α nel SNC in queste due malattie induce a ritenere che un
eccesso di questa citochina può causare danni mielinici, indipendentemente
dal meccanismo che lo ha prodotto.

6.2. La malattia di Alzheimer

Le stesse considerazioni precedentemente fatte possono essere proposte
riguardo ai bassi livelli di Cbl riscontrati in pazienti con la malattia di
Alzheimer (Hutto, 1997; Wang, 2002), sebbene si debbano sottolineare alcune
differenze tra le due malattie. Quasi tutti i dati sulla Cbl nei pazienti con la
malattia di Alzheimer sono stati ottenuti sul siero (Wang, 2002) e non ci sono
finora dati che dimostrano che la somministrazione di Cbl dia alcun benefi-
cio ai pazienti stessi. Pertanto l’associazione tra i bassi livelli di Cbl e la
malattia di Alzheimer necessita una meta-analisi (Ikeda et al., 1990; Kristensen
et al., 1993; Clarke et al., 1998; Wang et al., 2001). Infatti, alcuni studi dimostra-
no invece come i livelli di Cbl non siano modificati nel siero dei pazienti affet-
ti dalla malattia di Alzheimer (Basun et al., 1994; Joosten et al., 1997).
Recentemente è stato ipotizzato che lo stress ossidativo cerebrale, attraverso
l’aumento dell’ossidazione della Cbl(I) a Cbl(II), potrebbe causare nella
malattia di Alzheimer modificazioni dell’attività della metionina-sintetasi
cerebrale che si riflettono sul metabolismo della OMOCIS (McCaddon et al.,
2002). È stato inoltre recentemente osservato che il livello di holo-TC è asso-
ciato alla malattia di Alzheimer più frequentemente di quanto non lo sia il
livello di Cbl totale (Refsum and Smith, 2003). Quindi è ancóra assolutamente
dubbio se esista una relazione tra la carenza di Cbl e la patogenesi della
malattia di Alzheimer.

6.3. Le demenze

Molto più simili a ciò che è stato precedentemente detto per la sclerosi
multipla sono i dati riguardanti i bassi livelli sierici di Cbl nei pazienti con
demenze non connesse alla malattia di Alzheimer (Carmel et al., 1996; Regland
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et al., 1992). Molti dati clinici dimostrano un significativo miglioramento
cognitivo al trattamento di questi pazienti con Cbl (Carmel et al., 1995;
Teunisse et al., 1996; Eastley et al., 2000; Goebels and Soyka, 2000; Nilsson et al.,
2000). Tuttavia è difficile credere, in assenza di prove cliniche certe, che la
carenza di Cbl possa essere un fattore patogenetico delle demenze. Infine,
risultati contrastanti sono stati ottenuti riguardo i livelli di Cbl nel siero di
pazienti depressi (Fava et al., 1997; Tiemeier et al., 2002; Bjelland et al., 2003).
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7. Cenni sulle principali metodiche per
la determinazione dei livelli di Cbl
nei principali liquidi fisiologici
umani e l’accertamento di uno stato
carenziale in Cbl nell’uomo 

Nonostante che ad un basso livello sierico di Cbl non debba necessaria-
mente conseguire una carenza tessutale di Cbl, il dosaggio dei livelli sierici
della Cbl rimane ancóra oggi ampiamente utilizzato per la diagnosi di uno
stato carenziale di Cbl (Carmel, 2004). I livelli normali di Cbl nel sangue del-
l’uomo sono compresi tra 250 e 500 pg/ml, mentre quelli del liquido cefalo-
rachidiano umani sono compresi tra 10 e 30 pg/ml. Si possono poi eseguire
dei dosaggi dei livelli sierici di MMA, di OMOCIS e di holo-TC per validare
lo stato carenziale in Cbl. Come ricordato nel capitolo 5.2, i livelli sierici di
MMA e OMOCIS sono aumentati in molti pazienti affetti da carenza acqui-
sita di Cbl. Perciò il dosaggio di questi due metaboliti viene per questo moti-
vo spesso affiancato a quello della Cbl nel siero di pazienti deficienti in Cbl.
Lo MMA e l’OMOCIS vengono dosati con una tecnica di gas cromatografia
su colonna capillare seguita da spettrometria di massa (Allen et al., 1990).

In passato il dosaggio della Cbl nel siero era compiuto mediante un sag-
gio microbiologico che sfruttava la capacità di crescita di alcuni batteri in pre-
senza di Cbl (Mollin et al., 1976). Successivamente si è utilizzato il dosaggio
radioimmunologico che usa la Cbl, resa radioattiva nel Co, e il FI (Lee and
Griffiths, 1985). Il dosaggio si esegue incubando quantità note di FI e Cbl
radioattiva con un volume noto di siero del paziente e misurando poi la
radioattività associata al complesso FI-Cbl. Il valore della radioattività misu-
rato sarà inversamente proporzionale alla quantità di Cbl presente nel cam-
pione. Per quantificare la quantità di Cbl presente nel siero, il valore di
radioattività ottenuto è confrontato con quello di una curva di taratura che
riporta la variazione dei livelli di radioattività del complesso FI-Cbl all’au-
mentare della quantità di Cbl nota aggiunta alla reazione (principio della
competizione). Per la realizzazione di questa curva, le quantità di Cbl
radioattiva e FI devono essere le stesse di quelle usate per il dosaggio del
campione sierico. Più recentemente il metodo radioimmunologico è stato
affiancato da un metodo di dosaggio immuno-enzimatico, chiamato MEIA
(Microparticles Enzymatic Immune Assay). Esso utilizza microparticelle
ricoperte da FI suino, a cui si lega la Cbl libera presente nel campione sierico
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del paziente. Successivamente si aggiunge Cbl coniugata con fosfatasi alcali-
na che si lega alle molecole di FI non ancóra occupate dalla Cbl del campio-
ne sierico. La fosfatasi alcalina legata alla Cbl catalizza l’idrolisi di un fluoro-
cromo, il 4-metilumbelliferil fosfato (MUP). Quantificando la fluorescenza
del 4-metilumbelliferil (MU) mediante un sistema ottico di lettura si può cal-
colare la quantità del prodotto della reazione di idrolisi formatasi. Anche in
questo caso la quantità di questo prodotto di idrolisi è inversamente propor-
zionale alla concentrazione di Cbl nel siero del paziente.

La holo-TC sierica rappresenta la porzione di molecole di TC legate alla
Cbl ed è considerata un valido indicatore di uno stato acquisito di carenza in
Cbl in quanto essa indica la quota di Cbl trasportata ed accessibile alle cellu-
le dell’organismo (Nexø et al., 2002). Per misurare la holo-TC, il siero del
paziente viene incubato in presenza di biglie magnetiche ricoperte da Cbl; la
Cbl si lega alla apo-TC (molecole di TC non legate alla Cbl) sequestrandola e
separandola dalla holo-TC (Nexø et al., 2002). A questo punto è possibile
dosare con una tecnica immunoenzimatica la holo-TC. 

Oltre al dosaggio dei livelli della Cbl e degli altri parametri biochimici
nel siero, la valutazione dell’assorbimento della Cbl è il primo punto di inda-
gine per la valutazione diagnostica di uno stato carenziale in Cbl, perché
circa il 95% dei pazienti adulti con carenza acquisita in Cbl presentano pato-
logie dell’assorbimento della vitamina. Il test di Schilling è classicamente
usato per valutare la funzionalità dell’assorbimento intestinale della Cbl, in
quanto esso misura l’escrezione urinaria di una quantità nota di CN-Cbl cri-
stallina resa radioattiva nel Co (approssimativamente uguale alla quantità di
Cbl ingerita in un pasto normale) e somministrata per via orale. Il test di
Schilling si effettua su pazienti a digiuno e che non abbiano ricevuto iniezio-
ni di Cbl da almeno tre giorni. Per minimizzare il fatto che la Cbl sia assorbi-
ta in maniera diversa dai tessuti, al paziente sono somministrati anche 100 µg
di CN-Cbl per via intramuscolare entro due ore dalla dose per via orale. Le
urine del paziente sono quindi raccolte per ventiquattro ore e se la radioatti-
vità escreta è subnormale, cioè meno del 8% della dose orale, il test deve esse-
re ripetuto somministrando per via orale, insieme alla Cbl, una dose di FI.
Questa correzione consente anche di accertare l’assenza o la ridotta produ-
zione del FI. Se la quantità di Cbl escreta rimane ancóra anormale, la caren-
za di Cbl non è dovuta alla mancata presenza del FI nel paziente.
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