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SOMMARIO

Il collagene VI & una proteina ampiamente diffusa nella matrice extracellulare dei
muscoli scheletrici e di altri organi. Mutazioni a carico dei geni codificanti le catene a1,
a2 e a3 della proteina causano nelluomo tre patologie muscolari: la miopatia di
Bethlem, la distrofia congenita di Ullrich e la miosclerosi.

Gli studi eseguiti in precedenza, prima sui topi con inattivazione mirata del gene
Col6a1 e poi confermate sui pazienti, hanno dimostrato come la mancanza totale o
parziale del collagene VI porti all’apoptosi nelle fibre muscolari. La morte delle miofibre
€ causata dalle alterazioni del reticolo sarcoplasmatico e dei mitocondri, ai quali &
associata una disfunzione latente.

Nonostante questi studi abbiano fornito informazioni cruciali sui difetti
patofisiologici nelle malattie legate al collagene VI, rimane ancora poco chiaro quale sia
il meccanismo molecolare responsabile del fenotipo miopatico, ed in particolar modo
quale sia il legame ftra il collagene VI, le alterazioni agli organelli e la morte delle fibre
muscolari. In questo lavoro di tesi mi sono quindi dedicato allo studio dei meccanismi
molecolari affetti dalla carenza di collagene VI nel muscolo, utilizzando i topi Col6a1™~
come modello sperimentale. Ho ricercato, inizialmente, se vi fossero delle differenze tra
topi knockout e topi selvatici nei principali fattori che regolano la morte cellulare.
L’analisi delle proteine della famiglia Bcl2 e della chinasi AKT non hanno evidenziato
alterazioni di rilievo nei muscoli Col6a?1™". Tuttavia, la chinasi AMPK & risultata
significativamente alterata nei muscoli Col6a?1™", suggerendo una condizione di deficit
energetico che mi ha indotto ad indagare un altro meccanismo di morte cellulare:
'autofagia. La macroautofagia o autofagia € un processo autodegradativo coinvolto sia
nella normale sostituzione dei componenti cellulari, sia nella loro rimozione in risposta a
situazioni di mancanza di nutrimento o di organelli danneggiati.

Sorprendentemente, nei topi privi di collagene VI, a fronte di un deficit energetico
e della presenza di organelli malfunzionanti nelle fibre muscolari, ho inaspettatamente
riscontrato un blocco dell’autofagia. Ho potuto documentare questo deficit del
meccanismo autofagico mediante una serie di studi condotti nei topi Col6a?™" sia in
condizioni fisiologiche normali che in condizioni di digiuno alimentare. Tali esperimenti
hanno rivelato una ridotta attivazione della proteina LC3 e I'assenza d’autofagosomi nei
muscoli knockout dopo il digiuno, che correlano con i bassi livelli di Beclin1 e BNIP3
negli stessi muscoli.

| dati ottenuti in questa parte del lavoro hanno suggerito che il problema sia nella
formazione degli autofagosomi; percid ho indagato nei muscoli privi di collagene VI la
presenza di anomalie nelle proteine responsabili della fase iniziale della formazione
degli autofagosomi. Ho riscontrato dei difetti a due livelli nel processo di nucleazione
delle vescicole autofagiche. La via di mTOR risulta sempre attiva, anche in seguito a
mancanza di nutrimento, e questo impedisce I'attivazione dell’autofagia. Inoltre, Beclin1,
che é fondamentale nella regolazione della formazione degli autofagosomi, & presente
a livelli inferiori nei muscoli Col6a1™".



Sulla base di queste osservazioni, ho cercato di indurre l'autofagia nei topi
Col6a1™ in due modi diversi: prolungando a 30 ore il tempo di digiuno e mediante un
approccio genetico, trasfettando in vivo i muscoli tibiali con Beclin1. Il digiuno
prolungato ha portato al’aumento dei livelli di Beclin1 e all’inattivazione di mTOR nei
muscoli Col6a1™". L’autofagia in questo modo si attiva e contemporaneamente si
evidenzia un miglioramento del fenotipo miopatico dei topi Col6a1™", in quanto si
abbassano significativamente i livelli di apoptosi, diminuisce la deporizzazione
mitocondriale e le alterazioni ultrastrutturali delle fibre muscolari risultano fortemente
attenuate. La trasfezione in vivo con Beclin1 ha fornito risultati analoghi, in quanto la
sovraespressione della proteina € sufficiente ad indurre la macroautofagia e a
migliorare il fenotipo apoptotico delle miofibre Col6a1™".

L’'induzione dell’autofagia svolge quindi un ruolo protettivo dei muscoli privi di
collagene VI, in quanto permette la rimozione degli organelli malfunzionanti e
responsabili del fenotipo apoptotico.

Sulla base dei risultati da me ottenuti nel modello animale, ho infine avviato degli
studi su biopsie muscolari di alcuni pazienti affetti da distrofie legate al collagene VI. Le
prime analisi biochimiche rivelano che i muscoli dei pazienti UCMD e BM hanno una
diminuzione dei livelli Beclin1. Nonostante il carattere ancora preliminare di questi ultimi
studi, tuttora in corso, i dati finora ottenuti suggeriscono che anche nelle patologie
umane legate al collagene VI la macroautofagia sia difettiva.

Nel complesso, i risultati ottenuti in questo lavoro dimostrano che I'assenza del
collagene VI nei muscoli comporta un’alterazione nel processo autofagico. Il blocco
della macroautofagia determina cosi la permanenza degli organelli alterati che, a lungo
termine, inducono l'apoptosi nelle fibre muscolari. La stimolazione del processo
autofagico migliora il quadro miopatico, cosi che terapie mirate alla stimolazione della
macroautofagia potrebbero costituire un efficace approccio terapeutico per tali
patologie.



ABSTRACT

Collagen VI is a large protein forming a microfilamentous network in the
extracellular matrix of muscles and other tissues. Inherited mutations of genes encoding
for collagen VI chains in humans cause three skeletal muscle diseases: Bethlem
Myopathy, Ullrich Congenital Muscular Dystrophy and Myosclerosis Myopathy.

Previous work, performed in mice with genetic inactivation of Col6a? gene and in
patients, showed that complete or partial deficiency of collagen VI cause spontaneous
apoptosis of muscle fibers. Myofibers death is due to sarcoplasmic reticulum alterations
and mitochondrial dysfunction.

Although these studies have provided key information on the pathophysiological
defects of collagen VI disorders, it is still unclear which molecular mechanisms are
responsible for myopatic phenotype and, in particular, what is the link between collagen
VI, organelle alterations and muscle fiber death. Therefore, for this thesis work, |
focused on studies aimed at elucidating the molecular mechanisms affected by collagen
VI deficiency in muscle, using Col6a1”~ mice as an experimental model. Initially, |
searched for possible differences between knockout and wild-type muscles on proteins
and pathways regulating cell death. Analysis of Bcl2 family members and of AKT kinase
did not reveal any obvious alteration in Col6a?1”~ muscles. However, the AMPK kinase
was markedly activated, indicating an energetic unbalance, and this finding drove me to
investigate autophagy, another mechanism of cell death. Macroautophagy (often simply
called ‘autophagy’) is a self-degradative process involved both in basal turnover of
cellular components and in their removal in response to nutrient starvation or organelle
damage.

Surprisingly, although there is an energetic deficiency with presence of
dysfunctional organelles, | found that autophagy is blocked in Col6a1”~ muscles. This
deficit in the autophagic process could be clearly demonstrated in a series of
experiments performed in parallel in Col6a?1”~ and wild-type mice, both in standard
physiological condition and after controlled food starvation. In Col6a1™ muscles, after
24-hour starvation, the autophagic marker LC3 is less lipidated and autophagosomes
are not detected by electron microscopy analysis, a finding which correlates with the low
levels of Beclin1 and BNIP3 found in the same muscles.

The results obtained in this part of the project suggested that the problem is in
autophagosome formation. Therefore, | decided to investigate whether Col6a1™”"
muscles have any alteration in proteins involved in the formation of double membrane
vesicles. | found defects in two pathways responsible for vesicles nucleation. mTOR
signaling is always activated, also after 24-hour starvation, and this results in a block of
autophagy activation. At the same time, Beclin1, which is one of the most relevant
component of the autophagosome formation complex, is present at much lower level in
Col6a1”" muscles.

Based on these findings, | performed experiments aimed at inducing autophagy
with two different approaches: by extending the food starvation for a longer time and by



transfecting in vivo Beclin1 in the tibialis muscle of Col6a?1”" mice. After 30 hour of
starvation, Beclin1 protein was restored almost at the same level of wild-type controls
and mTOR was inhibited in Col6a1”" muscles. This allowed for the activation of
macroautophagy and at the same time led to a beneficial effect on the myopatic
phenotype in Col6a1™~ mice. In fact, apoptosis and mitochondrial depolarization were
significantly decreased and the ultrastructural alterations of myofibers were markedly
attenuated. The genetic approach, with in vivo transfection of Beclin1, provided similar
results: Beclin1 overexpression is sufficient to induce autophagy and rescue the
apoptotic phenotype of transfected Col6a1™~ myofibers.

Therefore, autophagy plays a protective role in muscles lacking collagen VI, most
likely because it is able to remove the altered organelles, which are responsible for the
apoptotic phenotype.

On the basis of the findings obtained in the animal model, | finally started to
perform studies in muscle biopsies isolated from some patients affected by collagen VI
muscular dystrophies. The results thus far obtained indicate that patients affected by
UCMD and BM have decreased levels of Beclin1 in muscles. Although these
observations are still preliminary and the study is still under way, the data suggest that
macroautophagy is also defective in human disorders linked to collagen VI, as revealed
in Col6a1™" mice.

In summary, the results of the studies performed in this project demonstrate that
lack of collagen VI in skeletal muscles cause a defect in the autophagic process. This
defect in macroautophagy allows for the persistence of dysfunctional organelles that in
the long term lead to apoptosis and contribute to the progressive degeneration of
myofibers. Since the forced stimulation of autophagy is able to rescue the myopatic
defects of Col6a1”" mice, it will be interesting to test targeted pharmacological
approaches aimed at stimulating macroautophagy, which in turn may be of great help
for developing effective therapies for these disorders.



INTRODUZIONE

LA MATRICE EXTRACELLULARE

L’evoluzione degli organismi pluricellulari & strettamente dipendente dallo sviluppo
di una matrice extracellulare (MEC) in grado di mantenere i diversi organi e tessuti
fisicamente separati e funzionalmente integrati. La MEC ha la funzione unica ed
indispensabile di costituire un supporto per le cellule, mantenendo l'integrita strutturale
di molti tessuti, e di sostenere varie funzioni cellulari quali 'adesione, la proliferazione e
il differenziamento cellulare (Ekblom et al., 1986). Queste complesse funzioni sono
basate sulle interazioni tra i componenti della matrice ed i recettori delle cellule quali
integrine e proteoglicani di superficie. Numerosi fenomeni patologici coinvolgono
rimodellamenti della MEC, la quale trasmette le alterazioni alle cellule stimolando
recettori e vie di trasduzione del segnale (Sherman-Baust et al., 2003). Infine, la MEC
pud alternativamente rendere disponibili o sequestrare fattori di crescita e ormoni,
concorrendo ad una regolazione integrata dei diversi compartimenti dell’organismo
(lozzo, 1998). Molte delle funzioni svolte dalla matrice richiedono quindi recettori
d’adesione transmembrana, che collegano direttamente elementi della matrice e che
interagiscano, mediante proteine adattatrici, con il citoscheletro.
Tre tipi di molecole sono particolarmente abbondanti nella MEC di tutti i tessuti:
1. proteoglicani, complessi macromolecolari che legano una grande
varieta di molecole extracellulari;
2. proteine fibrose, tipicamente collageni, che procurano alla cellula
forza meccanica e resistenza;
3. proteine adesive multifunzionali, in grado di connettere recettori
della membrana plasmatica con elementi della MEC.

Il collagene VI

Il collagene VI (ColVI) & un’imponente glicoproteina ampiamente diffusa nella
MEC di numerosi organi, in particolar modo a livello di muscoli scheletrici, polmoni,
derma, cuore, tessuto adiposo, cartilagini articolari, dischi intervertebrali e sistema
nervoso (Keene et al., 1988; Marvulli et el., 1996). Questa complessa proteina &
costituita da tre catene polipeptidiche geneticamente distinte, denominate a1(VI), a2(VI)
e a3(VI), che si associano in un rapporto stechiometrico 1:1:1. Le catene a1(VIl) e
a2(VI) hanno dimensioni simili, con peso molecolare di circa 140-150 kDa, mentre la
catena a3(VI) € molto piu grande, con presenza di diverse isoforme di peso molecolare
compreso fra 280 e 350 kDa (Chu et al., 1987; Colombatti et al., 1987).

Le tre catene hanno una struttura primaria simile, con una caratteristica
organizzazione multimodulare: la regione centrale contiene un corto dominio di tipo
collagenico, mentre le due estremita ammino- e carbossi-terminale contengono due
ampie regioni globulari, formate da domini ripetuti presenti anche in altre proteine. Il
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dominio collagenico di ognuna delle tre catene contiene al suo interno diverse
sequenze amminoacidiche Arg-Gly-Asp implicate nell’adesione cellulare, in particolare
al legame con le integrine, e altre sequenze che sono potenziali siti di glicosilazione.
Alla giunzione tra il dominio collagenico e le regioni globulari sono presenti numerose
cisteine coinvolte nella formazione dei ponti disolfuro tra le catene, in grado di conferire
alla regione collagenica una notevole resistenza alla digestione con ftripsina e
collagenasi (Bonaldo et al., 1989; Koller et al., 1989; Bonaldo et al., 1990).

Numerosi domini appartenenti alle due regioni globulari del ColVI presentano
un’elevata similarita con il modulo di tipo A del fattore di von Willebrand (VWF-A)
(Colombatti e Bonaldo, 1991). Le catene a1(VIl) e a2(VI) presentano all’estremita
ammino-terminale un solo dominio VWF-A (N1), mentre I'estremita carbossi-terminale é
costituita da due domini VWF-A (C1-C2) (Saitta et al. 1990; Saitta et al., 1992). La
catena a3(VI) invece presenta regioni globulari molto piu ampie alle due estremita: dieci
domini VWF-A nella regione globulare ammino-terminale (N1-N10), coinvolti in diverse
interazioni con gli altri componenti della MEC, e cinque domini strutturalmente distinti
nella regione carbossi-terminale (Bonaldo e Colombatti, 1989; Bonaldo et al., 1990). Di
essi, solo i domini C1 e C2 presentano omologia con il dominio VWF-A; C3 & un
dominio ricco in proline, C4 dimostra omologia con il modulo Il della fibronectina,
mentre C5 & simile al dominio di Kunitz degli inibitori di proteasi. Il dominio C5, seppur
regolarmente tradotto, sembra essere rilasciato quando il ColVI & depositato nella MEC,;
la funzione di questo dominio non & ancora chiara, tuttavia, alcuni studi recenti
suggeriscono che esso sia coinvolto in alcuni effetti segnalatori del ColVI sulle cellule
(Nanda et al., 2004; lyengar et al., 2005). Studi sui trascritti per la catena a3(VI) hanno
inoltre dimostrato che questa complessa struttura & soggetta a fenomeni di splicing
alternativo. L’elaborata organizzazione strutturale del ColVI & resa ancor piu complessa
dalla presenza di questi numerosi fenomeni di splicing alternativo, con produzione di
diverse isoforme contenenti un numero variabile di domini VWF-A e con una
distribuzione cellulare e tissutale differente (Doliana et al., 1990; Zanussi et al., 1992;
Dziadek et al., 2002).

al(Vl)

TH
— a2(VI)
[N10[N9 ] N8 [N7] N6 [ N5 [ N4 N3 N2[ N1 a3(V)

C3 C4Ch

Organizzazione dei domini delle catene a1, a2, a3 del ColVI. | domini in grigio sono sottoposti a
splicing alternativo. TH: tripla elica.

L’organizzazione genomica dei geni codificanti per le tre catene polipeptidiche del
ColVI & stata chiarita in diverse specie (Bonaldo et al., 1990; Stokes et al., 1991; Saitta
et al.,, 1992). Nell'uomo, le catene a1(VIl) e a2(VI) sono codificate rispettivamente dai
geni COL6A1 e COL6AZ2, i quali assumono un orientamento testa-coda a livello della
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regione cromosomica 21g22.3 e sono separati da un intervallo di 150 Kb; il gene per la
catena a3(VI), COL6A3, mappa nel cromosoma 2q37 (Heiskanen et al., 1995; Lampe e
Bushby, 2005). | tre geni presentano dimensioni notevoli, estendendosi per circa 17-90
kb ciascuno.

Recentemente sono state descritte tre nuove catene del ColVI, denominate
ad(Vl), ab5(VI) e ab(Vl), e che strutturalmente assomigliano alla catena a3(VI).
Ciascuna € costituita da sette domini vVWF-A, seguiti da un dominio collagenico, due
domini vVWF-A, e un dominio differente all’estremita C-terminale (Gara et al., 2008). La
catena a4(VI) contiene anche il dominio di Kunitz all’estremita C-terminale, mentre la
catena a5(VI) ha un dominio vVWF-A addizionale. Le dimensioni del dominio collagenico
e le posizioni delle cisteine strutturalmente importanti sono identiche tra le catene
a3(VI), ad(VI), a5(VI) e ab6(VI). La sequenza e la struttura dei domini delle tre proteine
dimostrano che rappresentano nuove catene del ColVI, che probabilmente derivano da
un gene ancestrale comune con la catena a3(VI), andato incontro ad una serie di
duplicazioni successive. Le nuove catene sono identificabili nelle preparazioni di ColVI
purificato e sicuramente si associano con la catena a1(VI), in quanto non sono rilevabili
nei tessuti dei topi knockout per il gene Col6a1. Le tre nuove catene potrebbero quindi
sostituire la catena a3(VI), andando cosi a formare complessi a1(VI)-a2(VI)-a4(VI),
al(V)-a2(VI)-a5(V1), al(VI)-a2(VI)-a6(VI). Mentre la catena oa3(VI) ha una
distribuzione ubiquitaria tra i diversi tessuti, le catene a4(VI), ab5(Vl) e a6(VI)
presentano una distribuzione tessuto-specifica (Gara et al., 2008).

N i 2 0 O O O O C ) EY R ) - 3E
ad| [ N7 NG |[ N5 Na |[ N3 N2 || N1 |M|ﬂ ————— {c2 E@‘%

ab| [ N7 ][ ne ][ N5 | na | N3 [ w2 ][ nt ][ cotiacen || o1 [ c2 R o4 BB

ab [ N7 N6 || N5 N4 H N3 N2 H N1 | COLLAGEN }[ c1 ————— { cz]E

—

JngnaI peptide <_>Fibronectin type Ill repeat () kunitz domain VWA domain IlJUnique domain

Organizzazione dei domini delle catene o4, a5, a6 del ColVI. Collagen: tripla elica.
(da Gara et al., 2008)

Nel topo, i geni corrispondenti sono disposti in tandem sul cromosoma 9, mentre
nelluomo mappano sul cromosoma 3qg21. L’orientamento in tandem dei geni &
conservato anche nelluomo, ma a differenza del topo il gene per la catena o4(VI)
risulta interrotto in due pezzi distanti, con la porzione 5’ localizzata nella regione 3924.3,
e probabilmente & diventato uno pseudogene (Gara et al., 2008).



Biosintesi del collagene VI

La biosintesi del ColVlI € un lungo processo multistadio che comprende la
trascrizione, la traduzione, le modificazioni post-traduzionali, I'assemblaggio
intracellulare, la secrezione e Il'aggregazione in microfilamenti che andranno a
depositarsi nella MEC (Colombatti et al., 1987; Colombatti and Bonaldo, 1987).

La biosintesi inizia a livello del reticolo endoplasmatico, dove le tre catene neo-
sintetizzate si associano in un monomero [a1(VI)a2(VI)a3(VI)], con una regione
centrale in tripla elica stabilizzata da ponti disolfuro e due regioni globulari alle
estremita. | monomeri (500 kDa), allineandosi in modo antiparallelo, formano delle
strutture  dimeriche, caratterizzate da wuna regione centrale, formata dal
superavvolgimento delle due triple eliche e due ampie regioni globulari alle estremita,
stabilizzate da ponti disolfuro. | dimeri si associano parallelamente per formare tetrameri
di peso molecolare di circa 2000 KDa. | tetrameri sono infine secreti nello spazio
extracellulare, dove interagiscono tra loro con un orientamento testa a testa formando
una rete di sottili microfilamenti perlati depositati nella MEC. L’associazione tra tetrameri
e determinata dai domini vVWF-A tramite interazioni non covalenti, ed & stato dimostrato
che il dominio C2 é richiesto per la formazione di dimeri e tetrameri, mentre le sequenze
collageniche rivestono un ruolo fondamentale nelle fasi di assemblaggio (Ball et al.,
2003; 1998; Baldock et al., 2003). Studi mediante trasfezione di cellule in coltura hanno
dimostrato che la sintesi e secrezione del ColVI richiede la presenza di livelli
corrispondenti delle tre catene a, presenti in quantita equimolari nel ColVI maturo
(Colombatti et al., 1995). In particolare, la presenza delle catene a1(VI) e a2(VI) risulta
indispensabile per la secrezione del ColVl, e solamente [I'associazione
al(V)ea2(VI)ea3(VI) [dove a4(VI), a5(VI), ab6(VI) possono eventualmente sostituire la
catena a3(VI)] € in grado di formare una tripla elica stabile e di produrre tetrameri
secreti nella MEC.

A sinistra: immagine al microscopio elettronico dei filamenti perlati del ColVI nella MEC (da: Keene
et al., 1988); a destra: immuofluorescenza con anticorpo specifico per il ColVI su sezione di muscolo
scheletrico (per gentile conc. di P. Sabatelli).

Nella MEC, il ColVI & organizzato in un caratteristico sistema di “filamenti perlati”
(beaded microfilaments) che forma un’ampia rete di microfibrille in prossimita delle
cellule. Numerosi studi hanno indicato che il ColVIl svolge un importante ruolo di
interconnessione tra la superficie cellulare e la matrice interstiziale. Infatti, il ColVI € in
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grado di interagire con numerose proteine della MEC, quali i collageni fibrillari, il
collagene 1V, la fibronectina, il biglicano e la decorina (Bonaldo et al., 1990; Kuo et al.,
1997; Sabatelli et al., 2001; Wiberg et al., 2003). In particolare la forte interazione tra
ColVI e collagene IV costituisce un ponte tra la membrana basale e la MEC circostante,
fornendo un’importante connessione fisica tra le cellule muscolari e la matrice.
L’implicazione biologica dell’'interazione tra ColVI e decorina & sconosciuta, anche se si
puo ipotizzare abbia un ruolo nella regolazione dell'organizzazione strutturale della
MEC. Il ColVI inoltre riveste un ruolo di primaria importanza nel mediare I'adesione di
numerosi tipi di cellule, come i fibroblasti e le cellule muscolari lisce. La regione in tripla
elica del ColVI contiene undici sequenze amminoacidiche Arg-Gly-Asp, potenzialmente
riconosciute da recettori integrinici. | recettori principali per 'adesione cellulare al ColVI
sembrano essere le integrine a1p1 e a2p1 (Tiller et al., 1997). Anche il proteoglicano di
membrana NG2 interagisce attraverso il core proteico con il ColVI (Tiller et al., 1997).
Alcuni studi hanno suggerito che 'NG2 abbia un ruolo nella trasduzione del segnale,
regolando l'adesione e la proliferazione cellulare, e sembra possa influenzare
l'interazione cellula-MEC anche indirettamente regolando [lattivita delle integrine
(Midwood e Salter, 2001; Stallcup, 2002). Studi recenti hanno rivelato una significativa
diminuzione di NG2 sia nelle miofibre di pazienti UCMD sia nel muscolo scheletrico di
topi privi di ColVI, confermando ulteriormente il coinvolgimento di tale proteoglicano
nelle interazioni ColVI-sarcolemma (Petrini et al., 2005). Si puo inoltre supporre che |l
ColVI, attraverso il biglicano e I'a-distroglicano, sia in grado di interagire indirettamente
con il complesso DGC (dystrophin glycoprotein complex) di membrana, complicando
ulteriormente gli studi riguardanti i rapporti esistenti tra il ColVI e gli altri componenti
della MEC e i possibili recettori di membrana implicati.

IL MUSCOLO SCHELETRICO
La membrana basale

Nel muscolo scheletrico, la membrana basale & una sorta di guaina che riveste le
singole fibre muscolari svolgendo un ruolo critico nel mantenimento della struttura e
delle funzioni delle fibre stesse. La membrana basale € costituita da due strati: la lamina
basale, piu interna, a stretto contatto con la membrana plasmatica delle cellule, e la
lamina fibroreticolare, lo strato piu esterno, a contatto con la componente connettivale
(Sanes, 2003). La lamina basale del muscolo & costituita da due proteine principali: il
collagene IV e la laminina, presenti rispettivamente nelle isoforme [a1(1V)2ca2(IV)1] €
a2pB1y1 o laminina-2 (Timpl, 1996). Le due proteine formano due sistemi distinti che
interagiscono tra loro mediante la glicoproteina nidogeno/entactina e il proteoglicano
perlecano. Le due proteine espongono inoltre siti di riconoscimento in grado da una
parte di ancorare I'endomisio alla lamina basale, dall’altra di fungere da ligandi per
diverse classi di recettori cellulari. Nella fibra muscolare matura, la laminina-2 svolge un
importante ruolo adesivo legando due differenti complessi recettoriali: I'integrina o7p31,



ovvero il principale tipo d’integrina espresso dalla fibra muscolare, ed il complesso del
distroglicano (Campbell e Stull, 2003; Sanes, 2003).

La lamina fibroreticolare & localizzata nellendomisio ed & caratterizzata dalla
presenza di un’estesa rete di microfilamenti di ColVI, che garantiscono I'ancoraggio
della lamina basale alla MEC interstiziale (Kuo et al., 1997). In questo modo, la lamina
basale e I'endomisio fungono da ponte di collegamento tra la componente connettivale
esterna e l'ambiente intracellulare, fornendo un supporto meccanico alla fibra
muscolare e mediando lo scambio di segnali tra i due compartimenti.

Oltre ad avere un’importante funzione strutturale, la lamina basale e 'endomisio
svolgono un ruolo cruciale nella fisiologia del tessuto muscolare, conferendo resistenza
alle forze generate durante la contrazione e permettendo un’efficace trasmissione delle
forze di contrazione tra le fibre di un muscolo. Nei processi di rigenerazione, la lamina
basale concorre ad orientare correttamente le fibre che si stanno rigenerando e regola,
come barriera fisica, la migrazione delle cellule satelliti attivate (Campbell e Stull, 2003).
Si & visto inoltre che numerosi componenti della lamina basale influenzano i processi di
miogenesi e differenziamento del muscolo, ad esempio la laminina stimola la
proliferazione dei mioblasti, i precursori mononucleati della fibore muscolari, e ne
favorisce la fusione in miotubi (Sandri e Carraro, 1999). Le fibre muscolari differenziate
non possono dividersi ulteriormente ma solo aumentare di spessore o di lunghezza
tramite il reclutamento di mioblasti presenti nella fibra multinucleata pre-esistente. A
stretto contatto con le fibre muscolari ci sono le cellule satelliti, ovvero cellule staminali
in grado di generare nuovo tessuto muscolare qualora avvenga una lesione muscolare.
Questo processo di rigenerazione del muscolo € caratterizzato dalla comparsa di
mionuclei centrali anziché in posizione periferica. In caso di danno muscolare
s’instaurano fenomeni di degenerazione e rigenerazione, visibili sotto forma di
caratteristiche alterazioni istologiche come agglomerati di fibre necrotiche, aree con
infiltrazione di macrofagi, notevoli variazione del diametro delle fibre e nuclei centrali
(Kasper et al.,, 1990). Infine, le lamine basali del muscolo scheletrico assumono
struttura e funzioni molto specializzate in corrispondenza delle giunzioni miotendinee e
delle sinapsi neuromuscolari, concorrendo attivamente a determinare la funzionalita di
queste strutture.

Studi genetici sulle patologie muscolari hanno evidenziato il ruolo critico che la
lamina basale svolge nel mantenimento dellintegrita muscolare. Avvalendosi della
tecnica del clonaggio posizionale nelluomo e dello studio dei modelli murini naturali o
generati tramite inattivazione mirata, ci si € resi conto che la maggior parte delle
distrofie muscolari & causata dall’alterazione delle diverse proteine appartenenti all’asse
endomisio-lamina basale-sarcolemma-citoscheletro (Sanes, 2003).

Le distrofie muscolari: patologie umane e modelli murini

Con il termine “distrofia muscolare” si descrive un gruppo eterogeneo di patologie
muscolari a carattere ereditario e decorso gradualmente debilitante con un progressivo
indebolimento e logoramento muscolare (Burton e Davis, 2002; Durbeej e Campbell,
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2002). E’ comunemente accettato dalla comunita scientifica che ogni evento in grado di
perturbare la connessione molecolare tra citoscheletro e MEC & potenzialmente in
grado di danneggiare [lintegrita e la stabilitd delle fibre muscolari portando
all'insorgenza di distrofia (Mayer, 2003). Le mutazioni identificate sono di vario genere
ed interessano diversi elementi delle fibre muscolari: proteine del sarcolemma
(distrofina, sarcoglicani, disferlina, caveolina 3), del sarcomero (teletonina, miotilina,
titina, nebulina), del citosol (calpaina 3), del nucleo (emerina, lamine A/C), della MEC
(laminina, ColVI); enzimi di glicosilazione.

Un gruppo molto diffuso di distrofie muscolari & rappresentato dalle distrofinopatie,
caratterizzate da mutazioni dei componenti del complesso glicoproteico associato alla
distrofina (DGC). Il DGC & un vasto complesso multiproteico associato alla membrana
costituito da alcune proteine sarcolemmatiche, quali i distroglicani ed i sarcoglicani, e da
alcune proteine citosoliche, quali la distrofina, la distrobrevina e le sintrofine. || DGC
riveste un ruolo critico per l'integrita delle fibre muscolari; infatti, oltre a fornire il legame
tra la laminina-2 della membrana basale e l'actina del citoscheletro sarcolemmatico,
questo complesso protegge le cellule muscolari dal danno indotto della contrazione e
regola le vie di trasduzione del segnale. Da tali considerazioni, & facile capire come,
mutazioni a carico dei singoli elementi del DGC siano correlate a distrofie muscolari di
varie entita (Durbeej and Campbell, 2002).

Tra le distrofinopatie la piu conosciuta € la distrofia muscolare di Duchenne (DMD,
Duchenne muscular dystrophy). Si tratta di una patologia a decorso grave e
trasmissione recessiva legata al cromosoma X, con un’incidenza nella popolazione di 1
malato ogni 3500 nati (Blake et al., 2002). Tale distrofia, oltre ai muscoli scheletrici,
coinvolge anche il cuore e presenta una progressione molto rapida, con morte attorno
alla terza decade di vita. Una forma piu lieve di questa patologia € la distrofia muscolare
di Becker. Le due malattie sono causate da mutazioni del gene codificante la distrofina,
una proteina citosolica con un ruolo fondamentale nel legare il complesso DGC ai
filamenti di actina. Il diverso quadro clinico delle due distrofie & legato al tipo di
mutazione, che a sua volta si riflette in un differente difetto della proteina
corrispondente. Nella DMD, infatti, la distrofina & completamente assente, mentre nella
distrofia di Becker la distrofina € ancora presente, seppure a livelli piu bassi e sotto
forma di polipeptidi tronchi (Ibraghimov-Beskrovnaya et al., 1992). Gran parte degli
studi sulla DMD si sono avvalsi di un modello animale: il topo mdx. Nei topi di ceppo
madx, in seguito alla comparsa di una mutazione puntiforme spontanea, vi & la completa
assenza della distrofina. Questo topo, pur presentando un decorso abbastanza simile
alla DMD nelle prime sei settimane di vita, mostra nel tempo un marcato recupero del
fenotipo: a partire dal secondo mese d’eta, la progressione della patologia appare meno
grave e I'animale presenta un’aspettativa di vita del tutto paragonabile ai controlli. Tale
recupero parziale € imputato ad una marcata rigenerazione; sembra, infatti, che il
muscolo del topo mdx si adatti alla degenerazione espandendo la frazione di cellule
satelliti e diventando cosi ipertrofico (Durbeej e Campbell, 2002). Un’altra possibilita &
che in questi topi vi sia un fenomeno di compensazione da parte di un’altra proteina
omologa alla distrofina, I'utrofina, che risulta, infatti, sovraespressa nei topi mdx (Perkin
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e Davies, 2002). Questa ipotesi € avvalorata dall’osservazione che il topo privo di
entrambe le proteine mostra un fenotipo molto piu grave (Grady et al., 1997). Diversi
modelli sono stati proposti per spiegare il meccanismo patogenetico responsabile
dell'insorgenza della DMD. Tra questi, I'ipotesi piu accreditata associa la causa primaria
di danno allalterata permeabilita di membrana; cid indurrebbe un’alterazione
dellomeostasi del Ca* intracellulare, con conseguente attivazione di proteasi ed
induzione di apoptosi e necrosi (Blake et al., 2002). Studi sul modello murino mdx
hanno dimostrato che la mancanza di distrofina altera la permeabilita del sarcolemma e
di conseguenza aumenta la fragilita.

Tra le distrofinopatie vi sono anche le sarcoglicanopatie, associate a mutazione
dei geni codificanti per i sarcoglicani o, B, y € 8. Le sarcoglicanopatie presentano
trasmissione autosomica recessiva e sono note con il nome di “distrofie degli arti e dei
cingoli di tipo 2” (LGMD2, limb girdle muscular dystrophy type 2), in quanto colpiscono
prevalentemente i muscoli degli arti, del cinto scapolare e del cinto pelvico (Bushby,
1999). | sarcoglicani sono proteine transmembrana che sembrano avere un ruolo
cruciale nella formazione e nella stabilitd del DGC. E stato osservato che la mancanza
di queste proteine induce anche una marcata riduzione degli altri componenti del DGC.
Sono stati generati diversi modelli murini privi di ciascun sarcoglicano, ottenuti mediante
inattivazione mirata dei rispettivi geni. Questi topi knockout mostrano una distrofia
muscolare progressiva di variabile intensita, con perdita dell’integrita di membrana
(Durbeej e Campbell, 2002).

Altre forme di distrofia derivano da mutazioni che non riguardano direttamente |l
DGC, ma proteine associate, sia intracellulari (caveolina 3), sia extacellulari. Un
esempio sono le distrofie muscolari congenite (CMD, congenital muscular dystrophy),
un gruppo eterogeneo ma distinto di distrofie muscolari. Il 50% dei pazienti affetti da
CMD presenta mutazioni nel gene LAMAZ codificante per la catena o, della laminina-2,
proteina fondamentale della lamina basale del muscolo e coinvolta in interazioni tra il
DGC e le integrine. Esistono diversi modelli murini di tale distrofia, tra cui il topo dy e il
mutante allelico dy*’, entrambi con mutazioni spontanee nel gene per la laminina-2 (Xu
et al., 1994). In nessuno dei due modelli la laminina-2 € completamente assente,
tuttavia i topi manifestano evidenti segni di distrofia muscolare. | topi dy/dy manifestano
un grave fenotipo distrofico dovuto ad una mutazione spontanea ereditata in modo
autosomico recessivo. Tali animali fenotipicamente sono piccoli e presentano una
marcata debolezza muscolare; la morte avviene attorno ai 20-30 giorni di vita,
probabilmente per insufficienza respiratoria. Dato che la laminina-2 &€ presente in modo
predominante, oltre che nel muscolo striato, anche nei nervi periferici, dove riveste una
particolare importanza per la migrazione delle cellule di Schwann, i topi dy/dy
presentano anche difetti di mielinizzazione dei nervi periferici. Inoltre, la membrana
basale del muscolo scheletrico di questi topi € frammentata o assente al microscopio
elettronico. La causa di tale alterazione strutturale &€ la mancanza della catena a2 della
laminina, poiché gli altri componenti della membrana basale sembrano essere normali
(Vainzof et al., 2008).
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Analogamente al complesso della distrofina, anche le integrine mediano il legame
MEC-citoscheletro, sono percid molecole candidate ad essere associate a distrofie
muscolari. Alcune forme rare di CMD sono dovute a mutazioni del gene ITGA7
codificante per la catena a7 dell’'integrina (Hayashi et al., 1998). Topi con inattivazione
mirata di tale gene sviluppano una distrofia muscolare progressiva abbastanza
sovrapponibile a quella che si osserva nelluomo (Mayer et al., 1997). Dall’analisi
istologica non si riscontrano necrosi, rigenerazione delle fibre né alterazioni a carico
delle proteine del DGC, per cui un quadro istologico cosi lieve non spiega il fenotipo
distrofico. Studi piu approfonditi hanno permesso di evidenziare che in questi topi le
giunzioni miotendinee, i punti di trasmissione della forza fra muscolo e tendine, sono
profondamente alterate determinando probabilmente lesioni alle fibre muscolari durante
la contrazione (Miosge et al., 1999).

Sono stati generati inoltre topi parzialmente deficienti della catena integrinica as,
che agisce come recettore della fibronectina, ed & stato osservato che anche questi
animali sviluppano miopatia (Taverna et al., 1998).

Distrofie muscolari a carico dei geni per il collagene VI

Mutazioni a carico dei geni COL6A1, COL6A2 e COLG6A3, codificanti per le tre
principali catene del ColVI, sono responsabili di tre patologie umane a carico dei
muscoli scheletrici: la miopatia di Bethlem (BM, Bethlem myopathy), la distrofia
muscolare congenita di Ullrich (UCMD, Ullrich congenital muscular dystrophy) e la
miosclerosi (Lampe e Bushby, 2005; Merlini et al., 2008b).

Nonostante il diverso grado di gravita ed il differente decorso della BM rispetto alla
UCMD, e la notevole eterogeneita dei sintomi clinici in entrambe le malattie, queste due
patologie muscolari presentano numerose caratteristiche comuni. Sulla base dell’ampio
spettro di variazioni e somiglianze dei sintomi clinici tra i pazienti affetti da BM o da
UCMD, oggi si ritiene che le due malattie siano una variante dello stesso processo
patologico. La gravita del fenotipo clinico €, almeno in parte, correlabile alla quantita di
ColVI presente nella MEC: generalmente ridotto o apparentemente normale nei pazienti
BM, molto ridotto o assente nei pazienti UCMD. Questa suddivisione perd non € del
tutto corretta in quanto la gravita del fenotipo pud dipendere anche da alterazioni
qualitative a carico del ColVI; infatti la presenza nella MEC di microfilamenti aberranti o
con proprieta funzionali alterate incidono profondamente sulla severita della malattia
(Lampe e Bushby, 2005). Appare quindi evidente che le diverse mutazioni debbano
essere analizzate singolarmente nei diversi casi clinici (Jimenez-Mallebrera et al.,
2006).

La miopatia di Bethlem

La miopatia di Bethlem (BM; OMIM #158810) € una patologia muscolare ereditaria
a trasmissione autosomica dominante, generalmente benigna e con progressione lenta.
E stata inizialmente descritta nel 1976 e successivamente associata a mutazioni a
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carico dei geni codificanti per le tre catene del ColVI (Bethlem e Wijngaarden, 1976;
Jobsis et al., 1996). L'eta d’insorgenza € generalmente precoce ma variabile ed il
decorso clinico presenta una notevole eterogeneita. In alcuni casi, prima della nascita
pud presentarsi con movimenti fetali rallentati e torcicollo congenito. Durante il primo
anno di vita la malattia si presenta con ipotonia neonatale, debolezza muscolare e
contrattura alle articolazioni. Sebbene il decorso sia lento, la progressione della
miopatia porta alla necessita d’ausili per la deambulazione dopo la quinta decade di vita
nel 50% dei pazienti affetti (Jobsis et al., 1999). Un segno clinico caratteristico della BM
e la comparsa di contratture alle articolazioni nelle ultime quattro dita della mano
(Merlini et al., 1994). | pazienti manifestano tipicamente debolezza e atrofia moderata
che interessa per lo piu i muscoli estensori prossimali ed in particolare i muscoli
respiratori e il diaframma (Merlini et al., 1994, Bertini e Pepe, 2002).

L’analisi istologica su biopsie muscolari dei pazienti BM mostra un caratteristico
quadro miopatico, evidenziabile con variazioni nel diametro delle fibore muscolari e
mionuclei centrali, presenti normalmente solo nelle fibre rigeneranti. Generalmente ci
sono poche fibre necrotiche e la scarsa degenerazione &€ dimostrata anche dai bassi
livelli di creatin chinasi nel sangue (Lampe e Bushby, 2005).

Nei pazienti affetti da BM sono stati descritti vari tipi di mutazione che interessano
i tre geni COL6A1, COL6A2 e COL6AS. In diversi pazienti sono state riportate mutazioni
missense che causano la sostituzione dellamminoacido glicina, interrompendo il motivo
Gly-Xaa-Yaa del dominio collagenico della catena corrispondente (Jobsis et al., 1996;
Pepe et al., 2002; Scacheri et al., 2002). In alcuni fra questi pazienti, le catene mutate
risultano assemblate ed incorporate in tetrameri, ma il ColVI secreto nella MEC ha una
conformazione anomala che ne riduce la capacita di formare microfibrille (Lamande et
al., 2002). Altre mutazioni riguardano la delezione di una singola base nella regione
codificante del gene COL6AT; cid provoca uno spostamento (frameshift) del codice di
lettura e l'introduzione di un codone di stop prematuro. Come riportato anche per altri
geni, in questo tipo di mutazione 'mRNA che si forma & instabile e soggetto a
degradazione mediante un processo noto come ‘nonsense-mediated RNA decay’. Di
conseguenza la catena a1(VI) é tradotta solo a partire dall’allele normale, presente in
singola copia; poiché la sintesi di ColVI necessita di quantita corrispondenti delle tre
catene, in questi pazienti & prodotta meta della quantita fisiologica di ColVI, indice di
aploinsufficienza genica (Lamande et al., 1998). Altre mutazioni che causano BM sono
delezioni in-frame nei geni per il ColVI (Lamande et al., 1999). Sono inoltre stati riportati
casi di delezioni o inserzioni in domini fiancheggianti la tripla elica, come il dominio N1
di COL6A1 ed il dominio C1 di COL6A2 (Lampe et al., 2005).

La distrofia muscolare congenita di Ullrich

Questa forma di distrofia venne descritta per la prima volta nel 1930 da O. Ullrich
che conid per questa malattia il termine di “distrofia muscolare sclero-atonica”. Piu
recentemente, essa & stata riclassificata come distrofia muscolare congenita di Ullrich
(UCMD; OMIM #254090). L’'UCMD rappresenta una grave forma di distrofia muscolare
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a trasmissione autosomica recessiva con una progressione molto piu rapida ed un
quadro clinico piu severo rispetto alla BM. Le caratteristiche di questa forma di distrofia
sono una marcata debolezza muscolare, contratture diffuse alle giunzioni prossimali ed
iperestensibilita delle articolazioni distali (Lampe e Bushby, 2005). Il fenotipo distrofico
gia presente alla nascita; in numerosi casi i pazienti presentano un ritardo nello sviluppo
motorio e alcuni non sviluppano mai la capacita di deambulare. | pazienti UCMD
presentano un rapido e progressivo deterioramento ed indebolimento della muscolatura
e la maggior parte di essi muore per insufficienza respiratoria fra la prima e la terza
decade di vita (Bertini e Pepe, 2002; Pepe et al, 2002). L’analisi istologica di biopsie
muscolari di pazienti UCMD rivela una notevole variazione del calibro delle fibre,
evidenziando sia ipertrofia sia ipotrofia. Raramente si riscontrano fenomeni di necrosi
mentre spesso si assiste ad un’espansione del tessuto connettivo endomisiale. L’analisi
immunoistochimica rivela una forte riduzione, o assenza, di ColVI sia nel tessuto
muscolare, sia in colture primarie di fibroblasti derivanti dai pazienti (Lampe e Bushby,
2005; Angelin et al., 2007).

La maggior parte delle mutazioni mappate finora rivelano per la UCMD una
trasmissione di tipo recessivo, essendo evidente il fenotipo distrofico solamente in
omozigosi (Camacho Vanegas et al., 2001). Analogamente alla BM, nella UCMD sono
stati descritti vari tipi di mutazione che interessano i tre geni COL6A1, COL6AZ e
COLG6AS3. In diversi casi, tali mutazioni portano alla comparsa di un codone di stop
prematuro con conseguente degradazione dellmRNA ed assenza della catena
corrispondente. La comparsa di un codone di stop pud essere dovuta a delezioni,
inserzioni, duplicazioni e cambiamenti del quadro di splicing che inducono modificazioni
nel codice di lettura (Camacho Vanegas et al., 2001; Higuchi et al., 2001; Lampe et al.,
2005). | pazienti affetti da UCMD con mutazione in omozigosi non sono in grado
secernere la proteina funzionante ed il ColVI € quasi del tutto assente nei fibroblasti e
nel muscolo (Camacho Vanegas et al., 2001). Le mutazioni finora descritte riguardano
per lo piu il gene COL6AZ2; per quanto riguarda il gene COL6A3 sono state trovate,
finora, tre tipi di mutazione: due sono nonsense mentre la terza causa lo skipping di un
esone mutato (Lampe e Bushby, 2005). Le due mutazioni nonsense causano fenotipi
molto diversi tra loro: la prima da un fenotipo relativamente lieve, mentre la seconda
porta alla perdita di una parte del dominio C-terminale della catena a3(VI), con un
fenotipo piu grave. La terza mutazione comporta lo skipping di un esone mutato
codificante un dominio VWF-A, determinando I'espressione di una catena a3(VI) piu
corta contenente solo i domini N6-C5 (Demir et al., 2002). Studi recenti effettuati in vitro
su fibroblasti di tale paziente hanno dimostrato come i filamenti di ColVI non siano
organizzati in un normale reticolo tridimensionale nella MEC; cid suggerisce che le
isoforme piu lunghe della catena a3(VI), contenenti anche i domini N10-N7, sono
richieste per la corretta organizzazione tridimensionale del ColVI nella MEC (Squarzoni
et al., 2005).

Nonostante 'TUCMD presenti tipicamente una trasmissione recessiva, diversi studi
hanno evidenziato in alcuni pazienti UCMD la presenza di mutazioni particolari che, pur
presentandosi in eterozigosi, rispecchiano il quadro clinico molto grave della UCMD
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(Pan et al., 2003). Nel primo caso descritto, tale mutazione in eterozigosi consiste in
una delezione, originatasi ex novo, di 1.1 Kb nel gene COL6A1. La catena a1(VI) che si
genera ha una delezione di 33 amminoacidi nel dominio collagenico, preservando pero
una cisteina altamente conservata e coinvolta nella formazione dei dimeri e dei
tetrameri. In questo modo vi € comunque la secrezione di ColVlI ma sotto forma di
tetrameri aberranti, con un conseguente effetto dominante negativo sulla deposizione
della rete microfibrillare del ColVI (Pan et al., 2003).

Recentemente sono stati identificati altri pazienti affetti da UCMD con delezioni nei
geni COL6A1-A3 e che si manifestano in eterozigosi a livello del dominio N-terminale
della tripla elica di una delle tre catene polipeptidiche del ColVI. E stato dimostrato che
anche tali mutazioni agiscono con effetto dominante negativo, portando a marcati difetti
del ColVI depositato nella MEC (Baker et al., 2005).

In conclusione, 'UCMD, seppur tradizionalmente considerata una distrofia a
trasmissione autosomica recessiva, ripropone molteplici interrogativi riguardo la corretta
interpretazione delle mutazioni ed al meccanismo di trasmissione della patologia. Data
la complessita del ColVI e il diverso effetto che le mutazioni possono avere sulla sintesi,
sull’organizzazione e sulle funzioni della proteina nella MEC, appare evidente come le
singole mutazioni debbano essere valutate singolarmente, al fine di discriminare se la
mutazione induca perdita di funzione (loss of function), aploinsufficienza o effetto
dominante negativo (dominant-negative) (Lampe e Bushby, 2005).

La miosclerosi

La miosclerosi &€ una sindrome descritta inizialmente da Bradley e piu
recentemente da Merlini (OMIM 255600) (Bradley et al., 1973; Pepe et al., 2002). |
pazienti mostrano difficolta motorie nella prima infanzia che risultano essere associate a
“toes walking” e a progressive contratture del polpaccio. Il quadro clinico nella seconda-
terza decade di vita € caratterizzato dalla presenza di muscoli di consistenza “legnosa”
e restrizione dei movimenti in molte giunzioni, con presenza di contratture diffuse in
tutto il corpo e che coinvolgono i gomiti, le anche, le ginocchia e le caviglie. La biopsia
muscolare mostra fibrosi ed alterazioni della normale organizzazione del tessuto
muscolare. La debolezza muscolare &, in genere, lentamente progressiva e, nei casi piu
gravi, possono essere colpiti i muscoli respiratori in maniera progressiva.

L’analisi immunoistochimica ha sorprendentemente rivelato una distribuzione
anomala del ColVI nel muscolo di questi pazienti. L’analisi genetica di una famiglia
affetta da questa patologia ha prima confermato un linkage con la regione cromosomica
21922.3, che contiene i geni COL6A1 e COL6A2 (Pepe et al., 2002), e recentemente
individuato una peculiare mutazione “nonsense” in omozigosi nel gene COL6A2 (Merlini
et al., 2008b). L'mRNA mutato sfugge al nonsense-mediated decay ed é tradotto in una
catena a2(VI) tronca, completamente priva del dominio C2. La catena tronca si
assembla alle altre a formare i monomeri che si associano a formare i dimeri, ma i
tetrameri appaiono alterati. Il ColVI mutato risulta ridotto nelle biopsie muscolari e non
localizza correttamente nella membrana basale delle fibre muscolari. La biochimica e la
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microscopia elettronica hanno rilevato come il ColVIl secreto sia strutturalmente
instabile; i tetrameri sono scarsamente interconnessi tra loro e presentano le regioni
globulari con una forma irregolare. Inoltre, il ColVI appare completamente assente dalla
parete dei capillari che irrorano i muscoli. L’analisi ultrastrutturale dei capillari nei
muscoli ha rivelato alterazioni molto peculiari, con ispessimento e duplicazione della
membrana basale dei capillari e proliferazione dei periciti (Merlini et al., 2008b).

| TOPI KNOCKOUT PER IL COLLAGENE VI
Caratterizzazione fenotipica

Nel laboratorio dove ho svolto il dottorato, nel 1996 sono stati generati topi privi
del ColVI allo scopo di capire in vivo la funzione di tale proteina. Il gene Col6a? murino,
codificante per la catena a1(VI), & stato inattivato mediante ricombinazione omologa,
utilizzando un costrutto contenente una cassetta di resistenza alla neomicina inserita
allinterno del secondo esone. La mutazione genera un allele null che codifica
solamente per il peptide segnale e i primi 47 amminoacidi della regione N-terminale
della catena a1(VI), causando la completa assenza dellmRNA corrispondente. Questo
non influenza I'espressione delle altre due catene polipeptidiche a2(VI) e a3(VI) ma, a
causa dell’'assenza della catena a1(VI), tali catene non sono in grado di assemblarsi a
formare una tripla elica stabile. Questo porta alla mancata sintesi e secrezione del
ColVI nella MEC dei topi omozigoti mutanti, che risultano percio del tutto privi di questa
proteina (Bonaldo et al., 1998).

| topi omozigoti mutanti (Col6a1™") si sviluppano normalmente, sono fertili e non
manifestano malformazioni anatomiche evidenti. L’analisi istologica dei tessuti ha
evidenziato un fenotipo miopatico a carico dei muscoli scheletrici, con variazioni
significative nel calibro delle fibre, presenza di necrosi e di miofibre rigeneranti con
nuclei centrali (Bonaldo et al., 1998). Le alterazioni delle fibre muscolari compaiono
precocemente, essendo presenti gia durante le prime settimane di vita, ed hanno una
progressione molto lenta nel tempo; i muscoli maggiormente interessati sono |l
diaframma, i muscoli ausiliari della respirazione ed i muscoli prossimali degli arti
inferiori. L’analisi mediante Evans blue, un colorante vitale che pud essere iniettato per
via sistemica nei topi e che non € in grado di attraversare la membrana plasmatica di
cellule integre, ha evidenziato la presenza di numerose fibre muscolari danneggiate nei
muscoli dei topi privi di ColVlI ma anche nei topi eterozigoti per la mutazione. Infatti, i
topi eterozigoti (Col6a1"") presentano alterazioni simili ai topi Col6a1™", seppure di
grado piu lieve, indice di aploinsufficienza genica con dimezzata produzione della
catena a1(VI) e deficit parziale di ColVI (Bonaldo et al., 1998).

| dati ottenuti nei topi Col6al1 knockout hanno permesso di comprendere
maggiormente il ruolo di tale proteina in vivo. Infatti, nonostante 'ampia espressione del
ColVI durante la vita embrionale e postnatale, i topi Col6a1™ non presentano letalita
embrionale né alterazioni evidenti a carico di vari organi in cui tale proteina é
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abbondantemente espressa. La presenza di un fenotipo a carico del muscolo
scheletrico indica che il ColVI svolge un ruolo cruciale in tale tessuto. Inoltre, il fenotipo
riscontrato nei topi Col6a7™~ & molto simile a quello descritto nei pazienti affetti da BM e
UCMD. Perci0, i topi privi di ColVI possono essere considerati uno strumento molto utile
per lo studio dei meccanismi patogenetici alla base delle due patologie umane.

Meccanismi patogenetici responsabili dell’insorgenza del fenotipo miopatico

Lo studio dettagliato degli eventi molecolari responsabili dellinsorgenza della
patologia muscolare nei topi Col6a1~" rappresenta un obiettivo di notevole interesse per
la comprensione della patogenesi delle corrispondenti malattie umane e per lo sviluppo
di possibili approcci terapeutici. Una serie di studi di tipo biochimico, fisiologico,
ultrastrutturale e molecolare sui topi Col6a1”" ha portato all'identificazione di alcuni
aspetti importanti dei meccanismi patogenetici alla base del fenotipo miopatico (lrwin et
al., 2003).

Esperimenti di meccanica muscolare hanno evidenziato che i muscoli isolati da
topi Col6a1~~ hanno una capacita significativamente ridotta di sviluppare forza rispetto
ai corrispondenti muscoli dei topi di controllo; questa osservazione € stata riscontrata
soprattutto a livello del diaframma, ma anche del muscolo flexorum digitorum brevis
(FDB) e di altri muscoli degli arti (Irwin et al., 2003).

L’analisi ultrastrutturale mediante microscopia elettronica ha evidenziato che circa
il 30% delle miofibre prelevate da topi privi di ColVI presenta evidenti alterazioni a
carico del mitocondrio e del reticolo sarcoplasmatico. In particolare, i mitocondri
appaiono rigonfi, con creste anomale aventi forma tubulare e un’alterata densita della
matrice associata alla presenza di corpi densi. Il reticolo sarcoplasmatico appare
notevolmente dilatato, soprattutto a livello delle triadi, mentre i sarcomeri sembrano
normali. Infine i nuclei presentano un aspetto convoluto con cromatina condensata al di
sotto dell'involucro nucleare, segno caratteristico di processi apoptotici in atto (Irwin et
al., 2003).

Sulla base di queste osservazioni, sono stati effettuati studi biochimici su miofibre
isolate da topi Col6a1”" e topi selvatici di controllo, per capire se le alterazioni
ultrastrutturali osservate corrispondessero a disfunzioni dei mitocondri e del corretto
mantenimento dellomeostasi del calcio nella fibra muscolare. Per valutare la
funzionalita dei mitocondri, sono state effettuate misure del potenziale di membrana
mitocondriale (Aym) su fibre muscolari ex vivo, mediante il marcatore fluorescente
tetrametil-rodamin-metil-estere (TMRM). Questa tecnica si avvale delle proprieta
lipofiliche e cationiche del colorante TMRM: in condizioni normali, il colorante tende a
concentrarsi prevalentemente nella matrice mitocondriale in quanto trattenuto dal
gradiente elettrochimico prodotto dalla respirazione (Krieger e Duchen, 2002; Petronilli
et al., 2001).

Come riportato da numerosi studi in letteratura, in diverse condizioni patologiche e
sperimentali i mitocondri non sono in grado di mantenere il corretto funzionamento della
fosforilazione ossidativa, con conseguente depolarizzazione della membrana
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mitocondriale. Questi processi di depolarizzazione mitocondriale sono parte di un
processo noto come ‘transizione di permeabilita’ (permeability transition), dovuto
allapertura di un grande canale proteico mitocondriale chiamato ‘poro della transizione
di permabilitda’ (PTP: permeability transition pore), e spesso accompagnato da
rigonfiamento (swelling) e alterazioni di forma dei mitocondri. L’apertura del PTP
favorisce una libera diffusione dei soluti con peso molecolare inferiore a 1500 Da,
inducendo depolarizzazione del mitocondrio, un’alterata dinamica dei flussi intracellulari
di Ca®* e la fuoriuscita di proteine pro-apoptotiche. In seguito a tali fenomeni di
depolarizzazione, si assiste ad un calo del Ayn,; cid provoca il rilascio del TMRM nel
citoplasma, evidenziabile con un calo di fluorescenza facilmente misurabile (Bernardi et
al., 2001; Forte e Bernardi, 2005; Zamzami et al., 2005).

In condizioni normali, le fibre isolate da muscolo FDB di topi Col6a1™~ mostrano
dei valori di Aym simili a quelli delle fibre di controllo. Tuttavia, sono caratterizzate da
una disfunzione mitocondriale latente. L’'incubazione con oligomicina, un potente
inibitore della F1-Fo ATP-sintetasi mitocondriale, causa una rapida e marcata perdita del
Aym nelle fibre prive di ColVlI ma non in quelle di controllo. Si & dimostrato che tale
disfunzione & reversibile in quanto la risposta delle fibre Col6a1™" all'oligomicina &
completamente normalizzata sia quando le cellule sono adese ad un substrato di ColVI,
sia dopo trattamento con ciclosporina A (CsA), un farmaco che desensibilizza I'apertura
del PTP, o con BAPTA-AM, un chelante del Ca®* intracellulare. Questi dati indicano che
il deficit di ColVI causa una disfunzione mitocondriale nei topi Col6a1™", e che tale
disfunzione ¢ il risultato di un’alterazione reversibile in cui & coinvolto il PTP (Irwin et al.,
2003).

Studi biochimici con il marcatore fluorescente Fura-2 hanno permesso di
monitorare i livelli citosolici del Ca®" nelle fibre selvatiche e Col6a1™"; parallelamente
alla depolarizzazione mitocondriale, l'aggiunta di oligomicina causa un marcato
aumento del Ca?* citosolico nelle fibre Col6a7”~ ma non in quelle selvatiche. Attraverso
I'uso di inibitori specifici quali il dantrolene, inibitore dei canali per il rilascio del Ca** dal
reticolo sarcoplasmatico, o il verapamil, inibitore dei canali di membrana per il Ca®*
voltaggio-dipendenti, si & potuto dimostrare che il calcio citosolico in eccesso deriva da
compartimenti interni e non dall’esterno, e che il reticolo sarcoplasmatico & coinvolto
nell'alterata omeostasi del Ca®*. Analogamente alla depolarizzazione mitocondriale,
anche 'aumento del Ca®" & un difetto reversibile ed & normalizzato dall'adesione delle
fibre Col6a1™" al ColVI (Irwin et al., 2003).

L’incidenza di apoptosi spontanea nei muscoli scheletrici di topi privi di ColVI si &
rivelata sette volte superiore rispetto ai muscoli di topi selvatici. Studi su fibre muscolari
isolate e mantenute in coltura hanno confermato che la frazione di nuclei apoptotici sul
numero di nuclei totali & marcatamente elevata nelle miofibre Col6a1™". L'incubazione
delle colture con oligomicina causa un sensibile aumento del fenotipo apoptotico nelle
fibre Col6a1™~, mentre tale difetto & recuperato dopo inibizione del PTP con CsA (Irwin
et al., 2003).

Sulla base di queste osservazioni, sono stati condotti ulteriori studi in vivo
mediante somministrazione giornaliera di CsA ai topi Col6a1™" e Col6a1** per via
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intraperitoneale. Tali studi in vivo hanno dimostrato che il trattamento con CsA per soli
quattro giorni & in grado di recuperare completamente i difetti ultrastrutturali dei
mitocondri e del reticolo, con la scomparsa dei nuclei apoptotici sia nel diaframma ex
vivo sia nelle fibre isolate da muscolo FBD. L’effetto terapeutico della CsA sembra
dipendere dal suo potente e specifico effetto desensibilizzante all’apertura del PTP,
mediante il legame con la ciclofilina D mitocondriale, e non dalla sua azione inibitoria
sulla calcineurina. Infatti, il trattamento dei topi Col6a?”~ con FK506, un potente agente
immunosoppressivo che agisce in modo simile alla CsA inibendo la calcineurina, ma
privo di effetti sul PTP, non determina alcun effetto benefico al muscolo portando anzi
ad un peggioramento del fenotipo miopatico piuttosto che ad un recupero (Irwin et al.,
2003).

Nel complesso, lo studio dei topi Col6a1™ ha dimostrato un coinvolgimento dei
mitocondri nella patogenesi delle patologie legate al deficit di ColVI, rivelando un ruolo
inatteso del ColVI nella regolazione dell'attivita del PTP mitocondriale. Cio indica che il
ColVI rappresenta un segnale cruciale della MEC per il corretto funzionamento delle
cellule muscolari, in grado di influenzare un lontano bersaglio intracellulare quale il
mitocondrio; rimane tuttavia ancora da definire come i mitocondri possano “percepire” la
mancanza della proteina nella MEC (Irwin et al., 2003; Rizzuto, 2003).

Lo studio dei meccanismi patogenetici del fenotipo miopatico nei topi Col6a?™" ha
permesso di individuare nel PTP un possibile bersaglio per un trattamento
farmacologico della UCMD e della BM nell'uomo. Il ruolo del mitocondrio nel processo
patologico delle distrofie legate al ColVI & stato confermato anche da uno studio recente
su biopsie muscolari e su colture di mioblasti derivati da pazienti UCMD. Le biopsie
muscolari dei pazienti hanno evidenziato un’apoptosi spontanea significativamente
aumentata rispetto ad un donatore sano. Studi, in vitro, effettuati su colture di mioblasti
derivate da muscoli di pazienti, hanno mostrato anche in questo caso una disfunzione
mitocondriale latente, alterazioni ultrastrutturali ed un aumento dell’apoptosi spontanea,
analogamente ai topi Col6a1~~. Come per il modello murino, anche nei miobasti umani,
il trattamento con CsA porta ad un completo recupero dei difetti cellulari (Angelin et al.,
2007). Sulla base di questi risultati, & stato condotto uno trial clinico pilota su cinque
pazienti selezionati ed affetti da UCMD o da BM. Dopo un mese di somministrazione
orale di CsA, nei pazienti le alterazioni mitocondriali e 'apoptosi risultano normalizzate,
ed é evidente un processo di rigenerazione muscolare (Merlini et al., 2008a).

L’APOPTOSI

L’apoptosi € una forma di morte cellulare geneticamente programmata cruciale per
il corretto sviluppo embrionale e per il mantenimento dellomeostasi nei tessuti
nell’organismo adulto. E’ un processo attivo che richiede una serie organizzata d’eventi
le cui fasi si distinguono morfologicamente (Ranger et al., 2001).

Due diverse vie possono dare luogo al manifestarsi di fenomeni apoptotici nei
mammiferi:

20



1. la via estrinseca, innescata da un segnale mediato dal legame di un
ligando extracellulare ad un recettore transmembrana, porta alla formazione di
un complesso DISC (Death-Inducing Signalling Complex) in grado di attivare la
procaspasi 8;

2. la via intrinseca, innescata in seguito a segnali di stress che
causano il rilascio di fattori mitocondriali come il citocromo c, nella quale
I'adattatore citosolico Apaf-1, sensibile alla presenza di citocromo c, oligomerizza
e porta alla formazione di un complesso di segnalazione, I'apoptosoma, che
attiva la procapasi 9.

Il primo stadio dell’apoptosi coinvolge un’ampia serie di segnali di morte cellulare,
che includono le specie reattive dell'ossigeno (ROS), i ligandi per i recettori di morte, la
deregolazione dei flussi di Ca®* e le alterazioni nella composizione delle proteine della
famiglia Bcl2 (Bax, Bad, Bcl2, BclX,). Dopo questa fase d’induzione, vie di segnale
mitocondriali, fattori di trascrizione nucleare ed enzimi ad attivita proteasica si attivano e
avviano il processo di morte cellulare che porta alla degradazione degli elementi
citosolici e nucleari (Danial e Korsmeyer, 2004).

L’apoptosi € un processo ben distinto dalla necrosi, in cui la morte cellulare
avviene attraverso un meccanismo non controllato, caratterizzato da rigonfiamenti
cellulari irreversibili a cui fanno seguito la rottura della membrana plasmatica e la
fuoriuscita del materiale citosolico nel’ambiente extracellulare. Si ritiene che la natura e
I'entita del danno indirizzino le cellule verso uno o l'altro meccanismo di morte cellulare.
Dal punto di vista molecolare, i livelli di ATP e lo stato funzionale dei mitocondri sono
fattori cruciali per la decisione riguardante la scelta della modalita di morte (Leist et al.,
1997).

La piu frequente forma di apoptosi osservata in buona parte delle cellule di
vertebrati procede attraverso la via mitocondriale, caratterizzata da un evento cruciale,
la permeabilizzazione della membrana esterna mitocondriale (MOMP). Prima, durante o
in seguito a MOMP si manifesta la perdita del potenziale transmembrana mitocondriale.
| meccanismi responsabili della MOMP sono controversi, sebbene risulti ormai
abbastanza chiaro che molte proteine possono inibire o prevenire tale
permeabilizzazione attraverso effetti locali. Nel processo di permeabilizzazione risultano
essere coinvolti il PTP e le proteine regolatrici dell’apoptosi appartenenti alla famiglia
Bcl2. Le proteine anti-apoptotiche della famiglia Bcl2 bloccano la MOMP, mentre i fattori
pro-apoptotici la favoriscono (Zamzani e Kroemer, 2001).

Negli ultimi anni & stata avvalorata lipotesi che Il'apoptosi possa essere
strettamente regolata dal’omeostasi intracellulare del Ca®". In particolare, al calcio si
ascrive il duplice ruolo d’induttore di apoptosi e di sottile regolatore del processo
apoptotico (Orrenius et al. 2003). Il fatto che sia stimoli originati dalla via estrinseca sia
stimoli intrinseci inducano un marcato afflusso di Ca?* all'interno della cellula, convalida
ulteriormente tale osservazione.
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L’apoptosi nel muscolo scheletrico

| primi studi sullapoptosi derivano da ricerche sullo sviluppo dei muscoli delle
larve, cosi l'apoptosi € stata descritta per la prima volta nel muscolo scheletrico
(Lockshin et Williams, 1965). Oggi, la deregolazione dell’apoptosi € considerato un
meccanismo patogenetico alla base di numerose patologie. Mentre il significato
dell’apoptosi € ben riconosciuto nei processi tumorali, il suo ruolo nelle patologie di
tessuti post-mitotici, ed in particolar modo dei muscoli, & ancora oggetto di discussione.
Il muscolo, anche in questo caso, risulta essere un tessuto molto peculiare in quanto le
miofibre sono caratterizzate dalla presenza di segmenti citoplasmatici successivi
regolati ognuno da singoli mionuclei. In presenza di stimoli apoptotici non tutti i nuclei
della fibra muscolare vanno incontro ad apoptosi nello stesso momento. Cid
nonostante, la progressiva eliminazione tramite apoptosi dei singoli mionuclei, e la
successiva degenerazione del segmento citoplasmatico ad esso associato,
contribuiscono a lungo termine ai processi di atrofia e degenerazione muscolare
presenti in diverse condizioni patologiche (Tews et al., 2002; Dupont-Versteegden,
2006).

Storicamente, le distrofie muscolari sono sempre state considerate come esempi
caratteristici di perdita di fibore muscolari mediante processi di necrosi. Tuttavia, nelle
fibre muscolari del topo mdx €& stato chiaramente dimostrato come I'apoptosi preceda la
necrosi (Tidball et al.; 1995). Inoltre, la morte cellulare programmata appare coinvolta
anche in vari tipi di patologie a carico del muscolo scheletrico, come le atrofie, le
miopatie infammatorie, la denervazione, il disuso e I'atrofia muscolare spinale (Sandri e
Carraro, 1999). Nonostante il ruolo dell’apoptosi nelle distrofinopatie appaia ancora
controverso, recentemente € stato dimostrato come la massiva apoptosi di mionuclei
dovuta a disfunzione latente a carico dei mitocondri delle cellule muscolari, giochi un
ruolo cruciale nel meccanismo patofisiologico delle distrofie legate al ColVI (Angelin et
al., 2007).

L’AUTOFAGIA

Le cellule eucariotiche possiedono due principali sistemi degradativi. Uno €& il
sistema ubiquitina-proteasoma, responsabile della degradazione selettiva della maggior
parte delle proteine ad emivita breve (Hochstrasser, 1996; Hershko e Ciechanover,
1998); il secondo ¢ il sistema lisosomale. | lisosomi svolgono un ruolo fondamentale per
la digestione sia di materiale proveniente dall’esterno della cellula, sia di materiale
intracellulare. La degradazione di materiale esogeno e di proteine della membrana
plasmatica €& regolato dall’endocitosi e dalla fagocitosi, mentre la degradazione di
componenti citoplasmatici & regolata dall’autofagia. Si tratta di processi molto importanti
al fine di mantenere il corretto equilibrio tra anabolismo e catabolismo durante la
normale crescita cellulare. Questi processi inoltre giocano un ruolo essenziale durante
fenomeni quali il digiuno, il differenziamento, l'invecchiamento e la morte cellulare
(Mizushima, 2004).

22



Il sistema ubiquitina-proteasoma

La degradazione delle proteine attraverso la via dell’'ubiquitina procede secondo
due passaggi successivi ben distinti: i) il legame covalente di un elevato numero di
molecole di ubiquitina al substrato proteico; ii) la degradazione della proteina marcata
da parte del proteasoma.

Il sistema consiste di diversi componenti che agiscono in modo concertato.
L’ubiquitina & inizialmente attivata da E1, enzima attivatore dell’'ubiquitina; quindi un
enzima di tipo E2, di coniugazione dell’'ubiquitina, trasferisce la specie attivata dall’E1
ad un’ubiquitina ligasi E3, a cui si lega specificamente un substrato. Il legame del
substrato all’enzima E3 e altamente specifico e cio implica che questo enzima abbia un
ruolo cruciale nel riconoscimento del target proteico da degradare. Successivamente la
proteina marcata con ubiquitina viene diretta verso il proteasoma, una grande proteasi
multicatalitica, in grado di degradare proteine poliubiquitinate fino a renderle piccoli
peptidi (Ciechanover et al., 1998).

Il sistema lisosomale e I'autofagia

Il sistema lisosomale & responsabile del targeting di proteine sia provenienti
dall’esterno che dall’interno della cellula verso il compartimento litico. Esistono almeno
quattro diversi processi che mediano la degradazione attraverso la via lisosomale:

il primo & costituito da endocitosi/fagocitosi e opera la degradazione di
materiale extracellulare e di proteine della membrana plasmatica;

*secondariamente la macroautofagia (comunemente detta autofagia) & un
processo degradativo, mediante il quale la cellula elimina o ricicla organelli
superflui o danneggiati e proteine, attraverso la costituzione di un autofagosoma;

*il terzo processo €& dato dalla microautofagia, grazie alla quale una piccola
porzione di citoplasma viene avvolta direttamente dalla membrana lisosomale
stessa,;

*infine l'autofagia chaperon-mediata compie una degradazione di tipo
selettivo: proteine contenenti particolari sequenze sono riconosciute da
chaperones citosolici e trasportate nel compartimento lisosomale (Mizushima,
2004).
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Differenti tipi di autofagia. La microautogagia si riferisce al sequesto di componenti del citosol
direttamente da parte dei lisosomi attraverso I'invaginazione della membrana. Nella macroautofagia
organelli e materiale vengono inglobati in vescicole a doppia membrana, gli autofagosomi, che si fondono
con i lisosomi o gli endosomi. L’autofagia chaperon-mediata implica la diretta traslocazione di proteine
unfolded attraverso la membrana lisosomiale grazie allazione della proteina hsc70 e il recettore di
membrana LAMP-2A (da Mizushima et al., 2008).

Autofagia (dal greco, “auto” se stesso, “phagy” mangiare) si riferisce a qualsiasi
via di degradazione proteica intracellulare, che implica la veicolazione di elementi
citosolici ai lisosomi (Levine e Kroemer, 2008).

La macroautofagia € la forma piu frequente di degradazione lisosomale negli
organismi eucariotici, responsabile del turnover di proteine e di organelli non piu
necessari o malfunzionanti, che vengono sequestrati da una vescicola a doppia
membrana, detta autofagosoma. La formazione dell’autofagosoma comincia da una
struttura pre-autofagosomale che si ritiene si origini dal reticolo endoplasmatico, detta
fagoforo o membrana d’isolamento; questa si estende da entrambi i lati e si richiude
attorno al target da eliminare, dando luogo all’autofagosoma. Successivamente avviene
la fusione dell’autofagosoma con il lisosoma, a formare una vescicola dotata di una sola
membrana detta autofagolisosoma o autolisosoma. La membrana esterna
dell’autofagosoma si fonde con la membrana lisosomale mentre il sacco interno (corpo
autofagico) penetra nel lisosoma e viene degradato insieme alla membrana interna
grazie alle idrolasi del compartimento litico (Ferraro e Cecconi, 2007; Levine e Kroemer
2008).

Studi genetici condotti sull’autofagia indotta dall’assenza di nutrienti in lievito
Saccharomyces cerevisiae, hanno portato all’identificazione di diversi geni coinvolti in
questo processo, denominati Atg (Autophagy-related genes). Molti dei prodotti codificati
dai geni Atg sono richiesti per attivare la formazione degli autofagosomi che vede come
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protagonisti due sistemi di coniugazione del tutto simili a quelli relativi all’attivazione
dell’'ubiquitina e conservati in tutti gli eucarioti: i sistemi Atg12-Atgd e Atg8(LC3)-PE
(fosfatidiletanolammina).

Il complesso Atg12-Atg5 richiede il legame di Atg16L per l'allungamento della
membrana pre-autofagosomale e per la formazione della doppia membrana
dell’autofagosoma in condizioni costitutive, indipendentemente da assenza di nutrienti o
altri fattori inducenti autofagia. Atg12 & primariamente attivato da Atg7 (E1), quindi
trasferito ad Atg10 (E2) e con conseguente rilascio di Atg7, trasferito ad Atg5.

L’altra molecola simile all’'ubiquitina & Atg8, il cui ortologo in mammifero &
rappresentato da MAP1LC3 o LC3 (Microtubule-Associated Protein 1 light chain 3). LC3
viene clivato da Atg4 per produrne la forma attiva citosolica LC3-l, a sua volta attivata
da Atg7, trasferita ad Atg3 e quindi modificata nella forma LC3-1l (legata a membrana)
che interagisce e si coniuga con la fosfatidiletanolammina. Questa lipidazione induce
una modificazione conformazionale in LC3 essenziale per il suo legame alla membrana
di pre-autofagosomi, autofagosomi, e corpi autofagici. Il complesso LC3-
fosfatidiletanolammina posto sull’esterno della membrana é rimosso prima della fusione
con i lisosomi, mentre quello localizzato all'interno della membrana rimane rilevabile
fino alla degradazione da parte delle idrolasi. LC3 & attualmente considerato I'unico
marcatore affidabile per la formazione dellautofagosoma nelle cellule di mammifero
(Tanida et al., 2004; Ferraro et al., 2007).

Altri prodotti dei geni Atg sono coinvolti in specifici passaggi dell’autofagia. Tra
essi Atg6, il cui ortologo in mammifero & rappresentato da Beclin1: tale proteina si
localizza a livello dell’apparato del Golgi e appartiene ad un complesso che coinvolge
anche una PI3K di classe Ill e partecipa ai primi stadi della formazione
dell’autofagosoma, promuovendo la nucleazione delle vescicole. Atg1 € una serin-
treonin chinasi che forma un complesso con altre proteine regolatore, come Atg13 e
Atg17. Atg9 e una proteina integrale di membrana localizzata nella membrana pre-
autofagosomale; essa ha un ruolo essenziale nella chiusura della doppia membrana,
ma & assente nel fagosoma maturo (He e Klionsky, 2007).

La fosforilazione/defosforilazione di alcune proteine Atg & uno dei meccanismi
principali della regolazione dell’autofagia, processo che coinvolge molti complessi di
segnalazione. L’attore principale di questi segnali intracellulari € mTOR, una serin-
treonin chinasi che inibisce l'autofagia mediante due meccanismi: i) regolando
trascrizione e traduzione dei geni Atg; i) modificando le proteine Atg direttamente o
indirettamente. La proteina mTOR viene spesso descritta come un sensore della
disponibilita di nutrienti. In condizione di ricca presenza di nutrienti, mTOR & nello stato
attivo ed induce liperfosforilazione di Atg13, prevenendone linterazione con Atg1.
L’inibizione di mTOR €& dunque essenziale per la corretta interazione tra le due proteine
necessaria per la formazione della membrana autofagosomale.
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L’autofagia € un processo costituito da diversi stadi: induzione dell’autofagia (1), enucleazione
della vescicola autofagica (2), allungamento della membrana vescicolare (3), richiusura della membrana
(4), fusione tra autofagosoma e lisosoma (5), degradazione dell’'autofagosoma (6). (da: Maiuri et al.,
2007).

Funzioni fisiologiche dell’autofagia

L’autofagia & generalmente attiva a livelli basali nella maggior parte delle cellule,
aspetto che riflette il suo ruolo nel processo catabolico adattativo in risposta a stress
metabolici, nel turnover delle proteine e nell’eliminazione di strutture danneggiate.

L’autofagia € particolarmente attiva in situazioni quali: digiuno, deplezione di fattori
di crescita e ipossia. Presumibilmente, gli amminoacidi generati sono utilizzati per la
sintesi de novo di proteine essenziali per fronteggiare la condizione di sofferenza. Gl
amminoacidi, insieme agli acidi grassi, sono utilizzati nel ciclo degli acidi tricarbossilici
per mantenere stabile la produzione di ATP nelle cellule. Il ruolo dell’autofagia nel
mantenere e regolare la sintesi delle macromolecole e la produzione di ATP é
verosimilmente il meccanismo, evolutivamente conservato, alla base della sua funzione
di sopravvivenza. Cosi, un ruolo critico dellautofagia sembra essere quella di mobilitare
le risorse energetiche intracellulari per far fronte alle esigenze metaboliche delle cellule
e degli organismi (Lum et al., 2005; Levine e Kroemer, 2008). La richiesta di questa
funzione non & comunque limitata alla condizione di digiuno. In determinate circostanze,
specialmente quando le cellule hanno necessita metaboliche improvvise, I'autofagia é
necessaria per creare metaboliti sufficienti per mantenere I'omeostasi energetica
cellulare (Kuma et al. 2004).
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Al sistema autofagico si possono inoltre imputare funzioni di “pulizia®, che
includono I'eliminazione di proteine ed organelli difettivi, la prevenzione delllaccumulo di
aggregati proteici anomali e la rimozione di patogeni intracellulari. Queste funzioni sono,
cosi, strettamente collegate al ruolo protettivo che riveste I'autofagia nei confronti di
invecchiamento, cancro, patologie neurodegenerative ed infezioni. Sebbene alcune
delle funzioni si sovrappongano con quelle del sistema proteasoma-ubiquitina, il
meccanismo autofagico € l'unico in grado di degradare interi organelli come i
mitocondri, i perossisomi, il reticolo endoplasmatico (Levine e Kroemer, 2008). Nei
lieviti, 'autofagia partecipa all’eliminazione selettiva di perossisomi superflui, generati
quando le cellule si adattano al metabolismo del glucosio, e di mitocondri danneggiati in
un meccanismo noto come ‘mitofagia’ (Nair e Klionsky, 2005; Kim et al., 2007; Zhang et
al., 2007). Inoltre, agenti che inducono stress del reticolo endoplasmatico portano
allautofagia selettiva delle membrane reticolari, un meccanismo definito come
‘reticolofagia’ (Klionsky, 2007).

Queste osservazioni indicano che i processi di autofagia basale o indotti svolgono
un ruolo importante sia per il controllo fisiologico del numero e della qualita degli
organelli, sia per l'eliminazione di quelli danneggiati. Diverse evidenze sperimentali
indicano che numerosi tipi di segnali sono in grado di mediare il riconoscimento e
I'eliminazione selettiva dei corpuscoli cellulari malfunzionanti. Fra i segnali noti o
candidati vi sono la proteina Pex14 per i perossisomi e la proteina di membrana Uth1p
per i mitocondri in lievito (Mizushima e Klionsky, 2007), e la transizione di permeabilita
mitocondriale nelle cellule di mammifero (Kim et al., 2007).

L’autofagia e le patologie umane

Un ampio numero di studi ha indicato il coinvolgimento dell’autofagia in diverse
condizioni fisiologiche e patologiche, ma ha anche posto i ricercatori di fronte ad un
apparente paradosso. L’autofagia, infatti, sembra spesso svolgere un ruolo protettivo,
ma essa viene tipicamente considerata anche una forma di morte cellulare
programmata, non apoptotica, chiamata “di tipo II” (dove I'apoptosi & la morte cellulare
di tipo I) o morte cellulare “autofagica”. La presenza di autofagosomi nelle cellule
morenti & tuttavia insufficiente per distinguere “la morte cellulare con autofagia” dalla
‘morte cellulare a causa dellautofagia”. Non sono ancora definiti i fattori che
determinano se l'autofagia & citoprotettiva o citotossica e se la citotossicita € il risultato
dell’autodigestione (Maiuri et al., 2007).

Il delicato intreccio tra l'autofagia e le decisioni di vita o di morte delle cellule
rispecchia alcune delle difficolta nel decifrare il ruolo dell’autofagia nelle patologie
umane e nel loro trattamento terapeutico. Per decenni, i patologi hanno descritto aspetti
autofagici in un numero vastissimo di patologie quali infezioni, neurodegenerazione,
cardiomiopatie e cancro (de Duve e Wattiaux, 1966; Martinez-Vicente and Cuervo,
2007). Queste osservazioni sono state largamente ignorate o presunte riflettere un
ruolo causativo dell’autofagia nella degenerazione e nella patologia cellulare. L’inabilita
di distinguere tra autofagia difettiva (con diminuzione della rimozione degli
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autofagosomi) e aumento dell’attivita autofagica (con aumento della formazione di
autofagosomi) ha ulteriormente confuso [linterpretazione dellaccumulo degli
autofagosomi nei tessuti. Ora, lidentificazione delle vie molecolari che regolano il
processo autofagico, assieme agli approcci genetici, biochimici e farmacologici,
permette di poter ridefinire il ruolo dell’autofagia nella patogenesi delle patologie umane
(Levine e Kroemer, 2008).

Negli ultimi anni sono stati riportati in letteratura numerosi studi che dimostrano la
presenza di accumuli di autofagosomi nel cervello di pazienti con diverse patologie
neurodegenerative, fra cui malattia di Alzheimer, encefalopatia spongiforme
trasmissibile, sindrome di Parkinson e morbo di Huntington (Rubinsztein et al., 2007;
Williams et al., 2006). Vi € quindi I'ipotesi che I'autofagia contribuisca alla patogenesi di
queste malattie. Lo sviluppo di disturbi neurodegenerativi in pazienti con proteinopatie e
sindromi da accumulo di aggregati implica che l'autofagia possa raggiungere un punto
di saturazione nel quale la sua capacita di degradare gli agglomerati proteici sia
superata. Difetti nella formazione degli autofagosomi possono essere dovuti al declino,
legato all'invecchiamento, nell’espressione di Beclin1 e potenzialmente di altre proteine
autofagiche nel cervello umano (Shibata et al., 2006). Anche mutazioni di geni implicati
nella funzionalita lisosomiale riducono il turnover autofagico e sono associate alla
lipofuscinosi neuronale o malattia di Batten (Koike et al., 2005; Cao et al., 2006; Shacka
et al., 2007). Finora, il ruolo protettivo dellautofagia nei confronti delle patologie
neurodegenerative € stabilito nei modelli animali ma non ancora nei pazienti. Tuttavia, i
dati ottenuti sugli animali costituiscono una solida base per avviare trail clinici sui
pazienti utilizzando farmaci in grado stimolare 'autofagia (Rubinsztein et al., 2007).

Oltre alle patologie neurodegenerative, I'autofagia sembra implicata in molti altri
disturbi che coinvolgono in modo piu vasto i diversi organi e tessuti. Disfunzioni del
processo autofagico sembrano svolgere un ruolo chiave in alcune patologie ereditarie
come la sindrome di Danon e la sindrome di Pompe (Shintani e Klionsky, 2004). Di
notevole rilevanza clinica & che l'autofagia possa svolgere un ruolo fisiologico e
patofisiologico importante in risposta allo stress cardiaco come [lischemia o
l'ipertensione (Terman e Brunk, 2005). Il cuore consuma molta piu energia di qualsiasi
altro organo tanto che i disordini e le patologie cardiache piu comuni, come ischemia ed
infarto, sono dovute alla riduzione della disponibilita di substrati energetici. In un cuore
sottoposto a stress, il bisogno di un maggior quantitativo energetico potrebbe essere
garantito dal sistema autofagico (Nakai et al., 2007). Studi recenti attribuiscono al
processo autofagico un effetto protettivo nelle disfunzioni cardiache. L’aumentata
autofagia nei cuori disfunzionanti appare quindi come una risposta adattativa di
protezione nei confronti di stress emodinamici e neuromuscolari (Levine e Kroemer,
2008).

Nell’'ultima decade, sono emersi diversi legami genetici tra i difetti dell’autofagia e
il cancro, supportando il concetto che l'autofagia sia un meccanismo di soppressione
tumorale (Levine, 2007; Mathew et al., 2007a). E’ noto come la regolazione
dellautofagia si sovrapponga strettamente alle vie di segnale che regolano la
tumorigenesi. Il primo legame specifico tra I'autofagia e I'insorgenza del cancro e stato
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stabilito scoprendo il gene Beclin1, un candidato onco-soppressore (Liang et al., 1999).
Beclin1 mappa su un locus altamente suscettibile che € deleto monoallelicamente in
un’alta percentuale di tumori mammari, ovarici e alla prostata (Liang et al., 1999;
Miracco et al., 2007). Un’altra possibilita & che I'autofagia giochi un ruolo piu diretto nel
controllo negativo della crescita cellulare, forse attraverso la degradazione specifica
degli organelli o delle proteine essenziali per la regolazione della proliferazione. A
supporto di questa teoria, € stato osservato che 'aumentata espressione di Beclin1
comporta la proliferazione delle linee cellulari tumorali, senza influenzare la morte
cellulare, e causa la diminuzione nell’espressione della ciclina E e di Rb fosforilato
(Koneri et al., 2007; Liang et al., 1999). Sebbene non sia ancora ben chiaro se gli effetti
sulla sopravvivenza/morte cellulare siano rilevanti per il ruolo di soppressione tumorale
dell’autofagia, questi effetti appaiono importanti per la terapia dei tumori (Maiuri et al.,
2007a).

I meccanismo dell’autofagia € utilizzato inoltre nella difesa contro i microbi,
includendo l'indirizzamento selettivo dei microorganismi verso i lisosomi degradativi
(xenofagia) e degli acidi nucleici microbici e degli antigeni verso i compartimenti endo-
lisosomiali per I'attivazione dellimmunita innata e adattativi (Levine e Deretic, 2007;
Schmid e Munz, 2007). Infine, le recenti scoperte sulla funzione dell’autofagia nella
generazione di segnali di ingolfo e nella rimozione di corpi apoptotici sottolineano un
potenziale ruolo di questo fenomeno nella prevenzione dei processi di inflammazione e
di autoimmunita (Qu et al., 2007).

L’autofagia nel muscolo scheletrico

Nel muscolo scheletrico, la degradazione proteica &€ mediata dalla via
dell’ubiquitina-proteasoma e da quella autofagica/lisosomiale (Lecker et al., 2006; Lum
et al., 2005). | meccanismi molecolari di questi sistemi sono stati estensivamente
caratterizzati, ma i network regolativi che controllano la loro funzione non sono
completamente definiti.

Il sistema ubiquitina-proteasoma & costitutivamente attivo nel muscolo scheletrico
normale ed & responsabile per il turnover della maggior parte delle proteine solubili e
miofibrillari (Lecker et al., 2006). L’attivita di questa via & marcatamente aumentata nel
muscolo atrofico a causa dell’attivazione trascrizionale dell’'ubiquitina, di diversi
componenti del proteasoma, e di due ubiquitin-ligasi muscolo specifiche (Afrogin1 e
MuRF1), che sono indotte in modo molto marcato nell’atrofia muscolare (Gomes et al.,
2001).

Studi di microscopia elettronica hanno dimostrato che l'autofagia & attiva nei
fenomeni di atrofia muscolare da denervazione (Schiaffino e Hanzlikova, 1972b) e che il
sistema proteolitico lisosomiale & stimolato in diverse condizioni che provocano atrofia
muscolare (Bechet et al., 2005). L’autofagia nei muscoli risulta indotta anche
nellimmediato periodo post-natale, quando gli autofagosomi pieni di glicogeno sono
particolarmente abbondanti (Schiaffino e Hanzlikova, 1972a).
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Come nei processi neurodegenerativi, la patogenesi dei processi miodegenerativi
possono coinvolgere sia il fallimento della fusione degli autofagosomi con i lisosomi che
'aggregazione di proteine misfolded che supera la capacita di rimozione mediante
autofagia. La malattia di Danon (OMIM #300257), una grave cardiomiopatia associata a
debolezza muscolare, € associata al’accumulo estensivo di autofagosomi dovuto ad
una mutazione nella proteina lisosomiale LAMP-2. Il concetto che la mancata fusione
tra lisosomi ed autofagosomi contribuisca all'insorgenza delle miopatie & ulteriormente
supportata dall’evidenza che l'inibizione farmacologica dei passaggi di fusione causa
gravi miopatie vacuolari in modelli animali (Bolanos-Meade et al., 2005). Alcune rare
patologie muscolari ereditarie, come la miopatia X-linked con eccessiva autofagia
(MEAX, OMIM #310440) e la miopatia vacuolare autofagica infantile (OMIM #609500), il
cui difetto genetico non & stato ancora chiarito, presentano alterazioni comuni con
eccesso di vescicole autofagiche che si ritiene sia dovuto allaumento della fusione tra
autofagosoma e lisosoma (Nishino, 2006). Anche la malattia di Pompe (OMIM
#232400), una patologia lisosomiale determinata dal deficit del’enzima maltasi acida, &
caratterizzata dall’accumulo di autofagosomi nelle fibre muscolari (Raben et al., 2008).

Patologie muscolari nelle quali I'autofagia potrebbe promuovere I'eliminazione
delle proteine responsabili della patologia includono le miositi sporadiche con corpi di
inclusione (OMIM #147421), la distrofia muscolare dei cingoli LGMD-2B (OMIM
#253601) e la miopatia di Miyoshi (OMIM #254130) (Askanas e Engel, 2006). In questo
tipo di miopatie, la stimolazione farmacologica dell’autofagia potrebbe proteggere
dall’accumulo di aggregati.

Recentemente, sono stati condotti studi per dissezionare la via di segnale
dell’autofagia nel muscolo scheletrico. | topi transgenici che esprimono la proteina LC3
coniugata con GFP hanno evidenziato come il digiuno rappresenti la condizione
migliore per avere un rapido accumulo di autofagosomi nelle fibre muscolari veloci
(Mizushima, 2004). Tali studi hanno dimostrato che [l'attivazione dell’autofagia da
digiuno alimentare € mediata dalla chinasi mTOR. L’autofagia & inibita da mTOR, che a
sua volta & controllata direttamente dal livello intracellulare di aminoacidi ed
indirettamente da fattori di crescita, attraverso la chinasi AKT, e dallo stato energetico
della cellula, tramite la chinasi AMPK (Lum et al., 2005). mTOR agisce a valle attivando
una serie di fattori di trascrizione, tra cui la classe dei forkhead box O (FoxO),
normalmente fosforilati ed inattivati da AKT. In assenza di nutrienti, la via di AKT risulta
inibita e i fattori FoxO sono liberi di traslocare al nucleo, dove contattano il promotore di
BNIP3, gene regolatore dell’autofagia, ne inducono la trascrizione e causano un
incremento nella formazione di autofagosomi (Mammuccari et al., 2007).

Alcuni studi hanno evidenziato che l'autofagia nel muscolo pud essere indotta
anche in modo indipendente da mTOR (Mordier et al., 2000).

Rapporto tra autofagia e apoptosi

Autofagia ed apoptosi rappresentano processi fisiologici ben distinti all’interno
della cellula. L'apoptosi € la forma di morte cellulare programmata (morte cellulare di
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tipo 1) meglio conosciuta e coinvolge I'attivazione di enzimi catabolici mediante cascate
di segnale, che portano alla rapida demolizione delle strutture cellulari e degli organelli.
La macroautofagia prevede che parte del citoplasma e degli organelli citoplasmatici
siano sequestrati e indirizzati verso i lisosomi per la degradazione. Entrambi i processi
rappresentano due modalita d’eliminazione di cellule e organelli superflui o danneggiati.
L’autofagia rappresenta perd anche una risposta d’adattamento delle cellule alla
mancanza di nutrienti.

La relazione funzionale tra apoptosi ed autofagia € complessa poiché in molte
condizioni l'autofagia costituisce un processo di adattamento allo stress che protegge
dalla morte cellulare; altre volte, invece, I'autofagia diventa una via alternativa di morte
cellulare, detta “morte cellulare di tipo II” o “morte autofagica” (Maiuri et al., 2007).

In termini generali, sembra che stimoli simili possano indurre sia I'autofagia che
'apoptosi, quindi & possibile riscontrare un fenotipo misto. Molte altre volte invece
autofagia e apoptosi si sviluppano in un modo mutuamente esclusivo, forse come il
risultato di una soglia variabile per entrambi i processi o come risultato di una decisione
cellulare tra due risposte che possono essere legate ad un’inibizione reciproca dei due
fenomeni. Recentemente, diverse vie di segnale che legano apoptosi ed autofagia o
che indirizzano la risposta cellulare in una delle due direzioni sono state chiarite a livello
molecolare (Maiuri et al., 2007).
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Relazione tra autofagia e apoptosi (Maiuri et al., 2007)

Diversi studi sono stati condotti al fine di comprendere piu in profondita il delicato
equilibrio esistente tra apoptosi ed autofagia ed in grado di garantire la vitalita cellulare
in condizioni sperimentali diverse, quali: assenza di nutrienti, inibizione a livello genico
(small interfering RNA contro geni Atg) o farmacologico (3-metiladenina, clorochina,
bafilomicina A1). Da questi si evidenziano alcune caratteristiche importanti: 'autofagia
pud preservare 'omeostasi cellulare sopprimendo il processo di morte cellulare in
condizioni di privazione di nutrienti, recuperando metaboliti endogeni, o rimuove
organelli danneggiati come i mitocondri, che, quando subiscono MOMP, rilasciano
proteine che inducono I'apoptosi (Boya et al., 2005). Da un punto di vista molecolare, le
proteine appartenenti alla famiglia Bcl2 sono coinvolte in entrambi i processi cellulari.
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Ad esempio linterazione tra Beclin1 con Bcl2 e BclX | € determinante per avviare il
processo autofagico.

In generale, il tipo di stimolo iniziale risulta cruciale nel determinare quale
processo sara dominante tra autofagia e apoptosi. Ad esempio, mentre condizioni di
Starvation attivano I'autofagia per recuperare ATP, cosi il danneggiamento del DNA o
I'attivazione di recettori di morte (via estrinseca dell’apoptosi) innescano direttamente
I'apoptosi precludendo qualunque risposta autofagica simultanea.

Nonostante una serie di studi abbiano gettato luce su alcuni dei meccanismi
coinvolti nell’attivazione di questi due processi, le conoscenze attuali sulle intersezioni
molecolari tra l'autofagia e I'apoptosi sono ancora largamente frammentarie ed
incomplete (Maiuri et al., 2007).
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MATERIALI E METODI

Linee e ceppi di topo

Gli animali utilizzati derivano da topi con inattivazione mirata del gene Col6a1,
prodotti nel laboratorio del Prof. Paolo Bonaldo utilizzando cellule ES della linea R1 e
microiniezione dei cloni selezionati in blastocisti C57BI/6J come descritto (Bonaldo et
al., 1998).

Per gli esperimenti descritti in questa tesi di dottorato, sono stati utilizzati topi con
background genetico omogeneo, ottenuti mediante successivi reincroci (backcrossing).
In particolare, i topi chimerici (generazione Fy) sono stati inizialmente incrociati con
femmine selvatiche di ceppo C57BI/6J; i topi eterozigoti Col6a1™~ cosi ottenuti
(generazione F1) sono stati successivamente reincrociati con topi di ceppo C57BI/6J
fino all'ottava generazione parentale (generazione N8). Alla fine della procedura di
backcrossing, dall'incrocio fra maschi e femmine Col6a1*~ sono state prodotte colonie
di topi Col6a1~~ (omozigoti mutanti) e Col6a1*"* (omozigoti selvatici).

| topi sono stati mantenuti in allevamento in stabulario in condizioni controllate,
con libero accesso ad acqua e cibo (tranne che per gli esperimenti di digiuno), e con
ciclo luce/buio di 12/12 ore. Tutte le procedure di manipolazione degli animali sono
state fatte secondo protocolli approvati dalle autorita competenti dell’Universita di
Padova. Il sacrificio degli animali & avvenuto mediante dislocazione cervicale. In tutti gli
esperimenti, i dati raccolti si riferiscono al confronto di topi Col6a?1™~ con topi selvatici
della stessa eta.

Purificazione di DNA genomico da biopsie di code di topo

Biopsie di code di topo sono state prelevate da animali adulti omozigoti allo scopo
di purificare il DNA utile alla successiva caratterizzazione dei genotipi tramite PCR. |
campioni sono stati sottoposti ad incubazione a 37°C per tutta una notte in agitazione in
500 ul di soluzione di digestione (10 mM Tris-HCI, pH 7.9; 1 mM EDTA, pH 8.0; 0.3 M
sodio acetato; 1% SDS e 200 ug/ml proteinasi K), in seguito congelati per 30 min a —
80°C e centrifugati per 10 min a 13200 rpm. Il surnatante & stato estratto con
fenolo/cloroformio e cloroformio isovolume. Il DNA é stato quindi precipitato con 0.1
volume di 3M sodio acetato e 1 volume di isopropanolo, risospeso in TE (10 mM Tris-
HCI, pH 7.9; 1 mM EDTA, pH 8.0) e quantificato misurando I'assorbanza alla lunghezza
d’onda di 260 nm.

Analisi del genotipo mediante PCR
| topi selvatici, eterozigoti e omozigoti per la mutazione inattivante il gene Col6a1
sono stati identificati mediante PCR. L'analisi del genotipo tramite PCR & stata condotta

in un volume finale di reazione di 20 ul utilizzando circa 500 ng di DNA.
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Le condizioni di reazione per il gene Col6a1 sono: a) denaturazione iniziale a 94°C
per 1 min; b) 35 cicli di amplificazione a 94° C per 1 min, 60°C per 1 min e 72°C per 150
sec; c¢) termine con 5 min di estensione finale a 72°C. | prodotti della reazione di PCR
sono stati analizzati mediante elettroforesi in gel di agarosio all'1%.

| primer oligonucleotidici utilizzati sono:

i) per gli alleli selvatici:

COL6WT1: 5- GCTGTGTTTAGCTGCCTGA -3’ (Col6a1, senso)

COL6WT2: 5- CAGGTTGTCAATGAAGCGCT-3’ (Col6a1, antisenso)

prodotti di reazione: 1000 bp, primers scelti a monte e a valle del sito di inserzione
della cassetta inattivante, nel caso vi sia inserzione della cassetta inattivante non si
vedono amplificati;

ii) per gli alleli mutanti:

COL6WT1: 5- CTGCTGGTGAGAATGGATGGTGT-3 (Col6a1, senso)

COL6KO1: 5- TGTGCCCAGTCATAGCCGAATAG-3’ (Col6a1, antisenso)

prodotti di reazione: 593 bp, il primer senso si trova a monte del sito di inserzione
della cassetta inattivante, il primer antisenso si trova nella cassetta per la resistenza
alla neomicina presente solo nel caso di avvenuta ricombinazione.

Digiuno alimentare

| topi selvatici e Col6a1™" sono stati tenuti in digiuno forzato di cibo per un periodo
di 24 o di 30 ore consecutive. In accordo con il ritmo circadiano del topo, che € un
animale notturno, la condizione di digiuno € sempre stata iniziata alle ore 9 del mattino.
| topi sono stati trasferiti singolarmente in una cassetta pulita con lettiera nuova, per
evitare che ci fossero residui di cibo; 'accesso allacqua &€ sempre stato garantito. Gli
animali sono stati sacrificati al termine del tempo di digiuno stabilito.

Trasfezione dei muscoli tibiali

Questa metodica permette di veicolare DNA esogeno nel tessuto muscolare.
Consiste nell’applicare un campo elettrico che causa la formazione di pori transienti
nella membrana cellulare permettendo quindi l'ingresso del DNA plasmidico. Nello
specifico la trasfezione & stata eseguita sul muscolo tibiale anteriore dei topi selvatici e
Col6a1™ di circa 5 mesi d’eta.

La soluzione d’iniezione contenente il DNA plasmidico (25 pg) risospeso in acqua,
e stata addizionata di una soluzione salina di NaCl, con concentrazione finale dello 0.9
%, in un volume finale di 35 ul per ogni muscolo da trasfettare.

La preparazione dell’animale alloperazione ha previsto lI'anestesia con una
soluzione costituita da 10 mg/kg di Zoletil (Tiletamina Cloridrato: Zolazepam Cloridrato,
in rapporto 1:1) e 2 mg/kg Xilazina (Xilor), dopodiché I'area da operare & stata esposta
mediante depilazione della zampa.

Il muscolo tibiale anteriore & stato isolato dai muscoli circostanti con procedura
chirurgica per prepararlo all’iniezione della soluzione con il plasmide. Un primo
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elettrodo, il positivo, €& stato posto al di sotto del muscolo, tenendolo sollevato dall’'osso,
e si e proceduto all'iniezione del DNA mediante microsiringa. Si € quindi posizionato
I'elettrodo negativo ortogonalmente al positivo, al di sopra del muscolo, e si € fornita
una scarica elettrica con un elettroporatore “Electro Square Portar”, utilizzando i
seguenti parametri: 5 impulsi da 20 millisec, uno ogni 200 millisec con un potenziale di
21 V.

Per gli esperimenti descritti in questo lavoro, sono stati utilizzati i seguenti
plasmidi: Beclin-GFP (Zhenyu Y. Et al., 2003) e LC3-YFP (Tanida et al., 2004).

TUNEL su sezioni di muscolo

Il saggio TUNEL (TdT-mediated dUTP Nick-End Labeling) € una metodica
ampiamente utilizzata per rivelare I'apoptosi sia in vitro su cellule in coltura sia in vivo
su sezioni di tessuto.

Per I'analisi dell’'apoptosi sulle biopsie dei diaframmi murini, i campioni sono stati
inizialmente fissati in parafolmadeide al 4% per una notte, disidratati tramite passaggi
successivi in soluzioni a concentrazione crescenti di etanolo ed inclusi in paraffina. |
campioni sono stati quindi tagliati al microtomo in fette dello spessore di 7 um e distesi
su appositi vetrini con superficie carica (BDH). | campioni sono stati deparaffinati,
reidratati e lavati con PBS prima di essere sottoposti alla procedura TUNEL utilizzando
il kit “ApopTag Tunel” (Intergen). Le biopsie del muscolo tibiale murino e i campioni
umani sono stati congelati in isopentano, pre-raffreddato in azoto liquido, e
successivamente tagliate al criostato in fette dello spessore di 7 um. | vetrini sono stati
conservati a -20°C.

In breve, le sezioni sono state sottoposte a digestione con proteinasi K per 7 min,
allo scopo di esporre nel DNA i siti riconosciuti dall’enzima, lavate in PBS e trattate con
H,O, per saturare ed inibire le eventuali perossidasi endogene. Dopo una pre-
incubazione con TUNEL reaction buffer (Intergen), le sezioni sono state incubate per 60
min a 37°C con I'enzima terminal-desossinucleotidil-transferasi e nucleotidi marcati con
digossigenina. Dopo altri tre lavaggi con PBS, & stata effettuata un’incubazione per 60
min a temperatura ambiente con un anticorpo secondario anti-digossigenina coniugato
con perossidasi. La reazione di perossidasi € sviluppata fornendo come substrato
carbazolo sciolto in tampone acetato e H»O,. Dopo colorazione con Hoechst 33258
(Sigma) e lavaggio in PBS e acqua, i vetrini sono stati infine montati con una soluzione
glicerolo all’'80% in PBS ed osservati con un microscopio (Zeiss Axioplan) equipaggiato
con videocamera digitale (Leica 500). Per ciascuna sezione, & stato acquisito un
numero adeguato d’immagini ed e stato calcolato il numero di nuclei TUNEL-positivi
rispetto all'area delle sezioni, misurata in mm?.

E’ stato utilizzato il test t-di Student per confrontare i valori ottenuti fra i diversi
genotipi oppure in risposta a diverse condizioni sperimentali.

35



Studio delle variazioni del potenziale mitocondriale di membrana (A¥,,) in fibre
muscolari isolate

Il potenziale della membrana mitocondriale (AW, ) & stato analizzato, in
collaborazione con il laboratorio del Prof. Paolo Bernardi (Dipartimento di Scienze
Biomediche Sperimentali, Universita di Padova), mediante la sonda fluorescente
tetrametilrodamina metil estere (TMRM), utilizzando la procedura descritta in Irwin et al.
(2003).

| muscoli flexorum digitorum brevis (FDB) dei topi selvatici e Col6a1™~ sono stati
isolati chirurgicamente e lavati in DMEM, quindi incubati con una soluzione di Tyrode
(Sigma) contenente collagenasi | 0.1% (Sigma) per 45 min a 4°C e poi per 45 min a
37°C. La digestione & stata bloccata con una soluzione di Tyrode e FBS 10% (il siero &
stato ridotto a 5% nel caso dei muscoli dei topi dopo digiuno). Dopo aver risospeso le
fibre muscolari per favorirne la dissociazione, queste sono state distribuite su vetrini da
24 mm di diametro precedentemente trattati con laminina (Roche) sciolta in H,O ad una
concentrazione di 30 ug/ml, in modo da avere al piu 30 fibre per vetrino. Le fibre
muscolari sono state incubate in DMEM con 10% FBS (non & stato aggiunto siero
quando si trattava di muscoli di topi lasciati a digiuno per evitare di riattivare le vie di
segnale down-regolate). Solo le fibre apparentemente vitali e senza alterazioni
strutturali sono risultate adese al vetrino. Per la misura del AW, le miofibre sono state
coltivate in 1 ml di Tyrode (Sigma) e caricate con 20 nM TMRM (Molecular Probes) per
20 min at 37°C. Il AW, & stato misurato in base alllaccumulo della TMRM, che pero &
influenzato dall’'attivita delle pompe MDR, o glicoproteine P, responsabili dell’estrusione
di sostanze endogene. A tal fine, per evitare artefatti e normalizzare le condizioni di
caricamento della TMRM, in tutti gli esperimenti & stata addizionato al mezzo di coltura
CsH 1.6 um, che € un inibitore delle pompe MDR ma non del permeability transition
pore (PTP). Al termine dei 20 min di caricamento, le fibre sono state lasciate equilibrare
per 15 min a temperatura ambiente e al riparo dalla luce. Per monitorare la
depolarizzazione mitocondriale, & stata aggiunta al mezzo di coltura oligomicina 6uM
(Sigma) e al termine delle misurazioni, i mitocondri sono stati completamente
depolarizzati aggiungendo il protonoforo carbonilcianuro-p-trifuorometossifenil idrazine
(FCCP) 4 uM. Le immagini sono state acquisite utilizzando obiettivi 10X e 20X di un
microscopio Zeiss Axiovert 100 TV invertito, equipaggiato con una lampada al mercurio
(100 W) per l'epifluorescenza e una telecamera digitale 12 bit raffreddata CCD
(Micromax, Princeton Instruments). La TMRM é stata eccitata a 548 nm (546+5 nm) e
'emissione & stata monitorata a 585 nm (580+15 nm). Le immagini di fluorescenza
sono state acquisite ogni minuto ed é stata registrata I'intensita media di fluorescenza di
tutte le regioni rilevanti. Le regioni ricche di mitocondri (ROIs) sono state considerate
come regioni d’interesse, mentre le regioni prive di fibre sono state considerate come
background. Le variazioni d’'intensita di fluorescenza della TMRM sono state analizzate
come cambiamento medio di tutte le ROIs prese in esame, meno il background. Dal
momento che i valori iniziali di fluorescenza possono essere un po’ diversi nelle varie
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ROls, la fluorescenza media € stata riportata come percentuale di valori iniziali. | dati
sono stati analizzati mediante MetaFluor Imaging Software.

Microscopia elettronica

Campioni di diaframma dei topi selvatici e Col6a1™~ sono stati esaminati mediante
microscopia elettronica a trasmissione, in collaborazione con la Dott.ssa Patrizia
Sabatelli (Istituto per i Trapianti d’Organo e I'Immunocitologia, Ospedali Rizzoli,
Bologna).

Le biopsie di diaframma sono state fissate per 3 ore con glutaraldeide 2.5% in
tampone fosfato 0.1 M e poi lavati in tampone fosfato 0.15 M. In seguito, sono stati
trattati con acido tannico allo 2% in tampone fosfato 0.1 M, disidratati in etanolo ed
inclusi in resina Epon E812. Sezioni ultrasottili sono state colorate con citrato di piombo
ed acetato di uranile ed osservate con un microscopio elettronico a trasmissione Philips
BM400 ad una tensione di 100 kV.

Estrazione proteica da campioni di muscolo

I muscoli congelati in azoto liquido sono stati polverizzati mediante pestello e
mortaio. Il tessuto & stato poi risospeso in un tampone di lisi (60 mM Tris pH 7.5, 150
mM NacCl, 10 mM MgCl,, 0.5 mM DTT, 1 mM EDTA, 10% glicerolo; 2% SDS, 1% Triton)
addizionato di inibitori di proteasi e fosfatasi [Complete Protease Inhibitor Cocktail
(Roche) contenente PMSF, sodio ortovanadato, sodio fluoruro e glicerolo-2-fosfato;
Phosphatase Inhibitor Cocktail 2 (Sigma)] e solubilizzato a 70°C per 10 min. Le proteine
estratte sono state raccolte mediante centrifugazione a 13200 rpm a 4°C. Il surnatante
€ conservato a — 80°C.

Il contenuto proteico € stato quantificato utilizzando il saggio BCA Protein Assay
(Pierce).

Western blotting

Lo studio dei livelli e dell’attivita delle diverse proteine & stato condotto mediante
western blotting. L’estratto proteico di muscolo (30 ug) € stato risolto mediante
elettroforesi in gel di poliacrilamide pre-assemblati (NuPAGE, Invitrogen) e
successivamente trasferito su una membrana di polivinildenfluoruro (Immobilion-P,
Millipore). Dopo aver saturato la membrana un’ora a temperatura ambiente in TBS-TM
(0,6M Tris-HCI, 0,4M NaCl + Tween20 0.1% + 5% not fat milk), si & proceduto
all'incubazione con I'anticorpo primario, diluito in TBS-T + 5% BSA, per un’intera notte a
4°C.

Sono stati utilizzati i seguenti anticorpi primari:

* policlonali: LC3B, Beclin 1, AMPK, phospho-AMPK (Thr 172), phospho Acetyl-
CoA-Carboxylase (Ser 79) , AKT, 4EBP1, phospho-4EBP1 (Ser65) (Cell
Signaling Tecnology); Bax (Santa Cruz);
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* monoclonali in coniglio: BclX,, phospho-AKT (Ser 473), phospho-4EBP1 (Thr
37/46) (Cell Signaling Tecnology);

* monoclonali in topo: Bcl2 (BD Biosciences); BNIP3 (Sigma); GAPDH
(Chemicon); g-Catenina (Santa Cruz), Troponin T (NovoCastra).

L’eccesso di anticorpo primario € stato eliminato mediante tre lavaggi di 10 min in
TBS-T, e la membrana € stata ibridata per un’ora a temperatura ambiente utilizzando i
seguenti anticorpi secondari:

* anti-rabbit 1gG, horseradish peroxidase-linked whole antibody (Amersham
Biosciences);

* anti-mouse 19G, horseradish peroxidase-linked whole antibody (Amersham
Biosciences);

per lo sviluppo della reazione & stato utilizzato il kit ‘SuperSignal® West Pico
Chemiluminescent Substrate’ (Pierce) oppure il kit ‘SuperSignal® West Dura Extendend
Duration Substrate’ (Pierce), in base alle diverse necessita. Le proteine marcate sono
state rilevate impressionando una lastra autoradiografica X-OMAT (Kodak) in camera
oscura.

La medesima membrana & stata nuovamente ibridata con differenti anticorpi
primari, dopo trattamento di stripping per 30 min con una soluzione acida (25 mM
glicina, 1% SDS, pH 2).

Taglio e analisi istologica dei muscoli

Dopo 7 o 14 giorni dalla trasfezione del muscolo in vivo, i muscoli sono stati
prelevati e congelati in isopentano raffreddato in azoto liquido.

Il taglio del muscolo, mediante criostato Leica CM 1850, é iniziato con sezioni di
20 ym, visionate al microscopio allo scopo di trovare una zona con un buon livello di
trasfezione; cid €& stato possibile in quanto sono state trasfettate proteine legate ad un
reporter fluorescente (GFP citoplasmatica per Beclin e YFP per LC3), facilmente visibile
al microscopio a fluorescenza. Una volta identificata una zona contenente una buona
quantita di fibore GFP- o YFP-positive, si & proseguito con la raccolta delle sezioni su
vetrino. Sono stati eseqguiti dei tagli seriali di uno spessore di 7 um e le fette sono state
distribuite su vetrino secondo l'ordine di taglio, in modo da avere una sequenza di
sezioni che rappresentano il muscolo in piu punti.

Real time RT-PCR

Le Real Time PCR quantitative sono state effettuate utilizzando il colorante
fulorescente Syber Green.

Per valutare la differente espressione dei diversi geni € stato adottato un metodo
di quantificazione relativo. Con questo metodo, I'espressione del gene € determinata
dal rapporto tra il campione da analizzare e il controllo. La quantificazione €& poi
normalizzata determinando l'espressione di un gene endogeno (housekeeping) che &
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espresso allo stesso livello nei due campioni analizzati. Nello studio in questione il gene
endogeno prescelto € il GAPDH.

Le coppie di primer, specifiche per il gene d’interesse, sono state selezionate
utilizzando il software Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3/primer3_www.cgi). Sono state scelte sequenze di due esoni diversi,
separati da un introne di piu di 1000 bp, (per evitare contaminazioni da parte di DNA
genomico), in regioni in prossimita dell’estremita 3’ del trascritto e che amplificassero
frammenti di 150-250 bp. La temperatura di melting € stata scelta tra 58-60°C.

| geni studiati e gli oligonucleotidi scelti sono riportati nelle seguente tavola:

TAVOLA 1. Primers

Atrogin 1 Fw GCA AAC ACT GCCACATTCTCTC
Rev TTC TCA AGA GCA GCG AAAGC
Bcl2 Fw TAACTGTGCTTTGAAGGTGATG
Rev TTTGTCTGAGCTGCAATAGAGA
Beclin 1 Fw TGA ATG AGG ATG ACAGTG AGC A
Rev CACCTG GTTCTC CACACTCTTG
BNIP3 Fw TTC CAC TAG CACCTT CTGATGA
Rev GAA CAC CGC ATT TAC AGA ACA A
GAPDH Fw CAC CAT CTT CCA GGA GCG AG
Rev CCT TCT CCATGG TGG TGA AGA C
Murf-1 Fw ACC TGC TGG TGG AAAACATC

Rev CTT CGT GTT CCT TGC ACATC

Da muscoli dei topi selvatici e Col6a1™", congelati in azoto liquido e polverizzati
mediante pestello e mortaio, & stato estratto 'RNA totale utilizzando il kit SV Total RNA
Isolation (Promega).

La qualita del’lRNA é stata analizzata con Agilent 2100 Bioanalyzer utilizzando il
kit RNA 6000 LabChip (Agilent Technologies); la quantita & stata determinata
misurando I'assorbanza allo spettrofotometro.

L'mRNA é stato retrotrascritto utilizzando random primers e trascrittasi inversa
SuperScript™ IlI (Invitrogen). Il cDNA ottenuto & stato amplificato in un termociclatore
GeneAmp 9600 accoppiato al sistema 5700 Sequence Detection System (Applied
Biosystems). Le reazioni di PCR sono state condotte in piastre multiwells da 96 pozzetti
utilizzando 20 ul di mix di reazione.

Pazienti

Lo studio delle biopsie muscolari derivate da pazienti affetti da UCMD e BM ¢
stato condotto in collaborazione con la Dott.ssa Patrizia Sabatelli (Istituto per i Trapianti
d’Organo e I'lmmunocitologia, Ospedali Rizzoli, Bologna) e il Dr. Luciano Merlini (Unita
Neuromuscolare, Dipartimento di Medicina Sperimentale e Diagnostica, Universita di
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Ferrara). Tutti i pazienti erano stati precedentemente diagnosticati come affetti da
UCMD in base ai criteri del’European Neuromuscular Centre (Pepe et al. 2002), e
sottoposti a biopsia muscolare. Tutti i dati a disposizione per ciascun paziente (dati
anagrafici, stato di salute, evoluzione della malattia) sono stati mantenuti anonimi. In
tavola sono riportate le informazioni note sui pazienti inclusi in questa tesi di dottorato.

TAVOLA 2. Pazienti

Pazienti Deficit Mutazioni Fenotipo Referenze
Collagene Vi
P1 Marcata Mutazione UCMD | Angelin et al. (2007)
riduzione nei | eterozigote “de novo”
muscoli e nei|in COL6A1, delezione
fibroblasti di 15 nucleotidi 921-
cutanei 935
P2 Marcata Mutazione omozigote | UCMD | L. Merlini, dati non
riduzione nei | in COL6A2, 2043-9 G pubblicati
muscoli e nei|to A
fibroblasti
cutanei
P3 Normale nei | Mutazione BM Camacho Vanegas et
muscoli e | eterozigote in al. (2002)
diminuito nei | COL6A1, delezione
fibroblasti Tyr122-Gly143
cutanei
P4 Leggera Mutazione BM L. Merlini, dati non
riduzione nei | eterozigote in pubblicati
muscoli e nei| COL6A2, delezione
fibroblasti 3029-3034
cutanei
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RISULTATI

Alterazioni ultrastrutturali, apoptosi e disfunzione mitocondriale nei muscoli dei
topi Col6a1™""

Prima di procedere con le indagini molecolari, sono stati eseguiti alcuni studi
mirati a verificare se la colonia dei topi privi di ColVI, da me mantenuta ed utilizzata per
questo lavoro di tesi, presentasse le peculiari alterazioni ultrastrutturali a carico dei
muscoli, accompagnate da un incremento significativo del’apoptosi spontanea e da una
disfunzione mitocondriale latente, identificate in studi precedentemente condotti nei topi
Col6a1™" (Irwin et al., 2003).

Lo studio ultrastrutturale, che si € avvalso della collaborazione con la Dott.ssa
Patrizia Sabatelli (Istituti Ortopedici Rizzoli, Bologna), & stato condotto mediante analisi
al microscopio elettronico di campioni bioptici prelevati da muscoli di topi selvatici e
Col6a1™". L’analisi del diaframma ha confermato la presenza di alterazioni morfologiche
a carico degli organelli delle fibre muscolari nei campioni prelevati da animali Col6a1™",
ma non in quelli derivati da topi sevatici. Circa il 15% delle fibre muscolari manifesta
alterazioni dei mitocondri e del reticolo sarcoplasmatico, mentre altre strutture quali i
sarcomeri, il sarcolemma e la membrana basale sembrano apparentemente integre. |
mitocondri appaiono spesso rigonfi, manifestando alterazioni della struttura delle creste
e nella densita della matrice mitocondriale; il reticolo sarcoplasmatico € notevolmente
dilatato, soprattutto a livello delle triadi (Figura 1).

Allo scopo di evidenziare e quantificare la presenza di fibre apoptotiche, ho
analizzato sezioni di diaframma mediante TUNEL in situ; una metodica che permette di
discriminare i nuclei apoptotici da quelli normali. Analizzando i muscoli dei topi Col6a1™~
ho riscontrato un’incidenza significativamente maggiore del numero di fibre con nuclei
apoptotici rispetto ai topi selvatici, dove € rara la presenza di nuclei TUNEL-positivi
(Figura 2a). Nel diaframma, che & il muscolo pil affetto dalla patologia nei topi Col6a?1™~
, & presente mediamente un numero superiore a 50 nuclei apoptotici/mm?; per lo stesso
muscolo, nei topi di controllo ho osservato valori intorno ai 5 nuclei apoptotici/mm?
(Figura 2b). L’analisi statistica, effettuata mediante il test t di Student, ha dimostrato che
queste differenze sono significative (P<0,05).

Un buon parametro per valutare la funzionalita mitocondriale € monitorare il
gradiente di potenziale mitocondriale (AWr) nelle singole fibre, sia in condizioni basali
sia dopo stimolazione con oligomicina (Irwin et al., 2003). In collaborazione con il
laboratorio del Prof. Paolo Bernardi (Dipartimento di Scienze Biomediche, Universita di
Padova), & stato percid monitorato il AWy, di miofibre Col6a1™ e Col6a1™ mediante il
marcatore fluorescente TMRM. Questa tecnica permette di evidenziare fenomeni di
depolarizzazione della membrana mitocondriale in quanto, in seguito alla dimunuzione
del AW, la TMRM fuoriesce dai mitocondri e si ridistribuisce all’esterno, determinando
un calo di fluorescenza facilmente misurabile (Figura 2c). Le fibre muscolari sono state
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incubate in presenza di oligomicina, un inibitore della subunitd Fo della ATPsintasi
mitocondriale, che permette di smascherare la disfunzione mitocondriale latente nei topi
privi di ColVI. Come atteso, le miofibre selvatiche dopo I'aggiunta dell’oligomicina
mantengono a lungo il loro potenziale mitocondriale, mentre le fibre Col6a1™~
reagiscono andando incontro ad una rapida dissipazione del potenziale mitocondriale
(Figura 2c). L’incubazione con il protonoforo FCCP, utilizzato come controllo per
confermare il corretto funzionamento della procedura, porta alla rapida depolarizzazione
di tutte le fibre confermando la bonta delle misurazioni. Considerando arbitrariamente
una soglia, fissata in corrispondenza della perdita di almeno il 10% del valore di AW,
dopo 50 min d’incubazione con oligomicina, complessivamente si osserva la
depolarizzazione del 39% delle fibre Col6a1™ , rispetto al 5% delle fibre selvatiche
(Figura 2d).

Alterazioni molecolari delle vie di sopravvivenza cellulare nei muscoli Col6at™"

La presenza di apoptosi spontanea nelle fibre muscolari prive di ColVI, associata
ai difetti ultrastrutturali degli organelli e alla disfunzione mitocondriale, fa supporre ci sia
un’alterata regolazione di una delle vie dell’'apoptosi. La morte cellulare programmata
dipende da un complesso equilibrio d’espressione e d’attivita fra diversi fattori pro e
anti-apoptotici. Il coinvolgimento simultaneo di mitocondri e reticolo sarcoplasmatico nei
muscoli dei topi Col6a1”" suggerisce che possa essere interessata la via intrinseca
dell’apoptosi.

L’'induzione dell’apoptosi € spesso associata ad uno squilibrio dei livelli tra fattori
pro- e anti-apoptotici della famiglia Bcl2, tra i quali Bcl2, BclX. e Bax, hanno una
funzione sia a livello mitocondriale che di reticolo. Percid ho inizialmente indagato
queste proteine mediante studi biochimici in estratti proteici di muscoli derivati da topi
Col6a1™ e topi selvatici. L’analisi mediante western blotting dei fattori anti-apoptotici
Bcl2 e BclX. non ha evidenziato alcuna differenza sostanziale nella quantita delle
proteine nei muscoli Col6a1™" rispetto ai controlli selvatici. Lo stesso risultato & stato
ottenuto per il fattore pro-apoptotico Bax (Figura 3a).

Oltre ai fattori della famiglia Bcl2, ci sono numerosi altri meccanismi molecolari in
grado di regolare la sopravvivenza cellulare. La chinasi AKT & il nodo centrale di
molteplici funzioni cellulari; AKT & attiva quando fosforilata e la sua azione € mirata alla
regolazione dello stato di fosforilazione di numerosi fattori di sopravvivenza e di morte
cellulare (Manning e Cantley, 2007). L’analisi degli estratti proteici da diaframma non ha
evidenziato, tuttavia, variazioni nei livelli globali e nello stato di fosforilazione di AKT nei
muscoli privi di ColVI (Figura 3b).

Allo scopo di capire quali vie molecolari possano essere coinvolte nelle alterazioni
patofisiologiche riscontrate nei muscoli con deficit di ColVI, ho considerato uno dei piu
evidenti difetti rilevati nei topi knockout e nei pazienti affetti da UCMD: la disfunzione
mitocondriale. Questa disfunzione, infatti, potrebbe generare uno squilibrio energetico
dovuto ad un deficit di ATP. Percio, ho analizzato lo stato di fosforilazione di AMPK, una
chinasi che agisce come un sensore energetico della cellula ed é attiva, ovvero
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fosforilata, in situazioni di stress energetico. Nei muscoli Col6a1™ ho riscontrato un
livello maggiore di fosforilazione di AMPK rispetto ai muscoli selvatici, indice di uno
scompenso energetico (Figura 3c).

Uno dei processi fisiologici che i mammiferi attivano frequentemente in situazioni
di deficit energetici & I'autofagia. Il processo autofagico € anche definito come “morte
cellulare di tipo II” ed & per diversi aspetti collegato all’apoptosi. Per verificare la
presenza di un processo autofagico in atto nei muscoli Col6a1™, ho indagato lo stato di
lipidazione di LC3, un marcatore dell’autofagia ampiamente riconosciuto. LC3, infatti, &
normalmente presente sia in una forma citosolica inattiva che in una forma lipidata e
attiva, di peso molecolare leggermente diverso e legata alle membrane
dell’autofagosoma (Tanida et al., 2004; Ferraro et al., 2007). Utilizzando un anticorpo in
grado di riconoscere sia la forma inattiva (LC3-1) che la forma attiva (LC3-Il), ho
sorprendentemente riscontrato che nei muscoli privi di ColVI la proteina LC3 & presente
quasi esclusivamente nella forma inattiva (Figura 3d).

Mancata induzione dell’autofagia nei topi Col6a1™"

Gli esperimenti di western blotting appena esposti hanno rivelato un dato inatteso:
i muscoli Col6a1™” sembrano non attivare I'autofagia a fronte di una disfunzione
mitocondriale, che comporta uno squilibrio energetico. Ho quindi condotto una serie di
studi per indagare quale sia la risposta dei topi knockout ad uno stimolo autofagico.

Il digiuno alimentare & un ottimo sistema per indurre I'autofagia nei muscoli dei
mammiferi. Percid ho sottoposto topi di controllo e topi Col6a?”~ ad un regime di
digiuno alimentare (ma con libero accesso allacqua) per 24 ore. |l digiuno & stato
programmato considerando i ritmi circadiani dei topi, che sono animali notturni. Per tale
motivo, la privazione di cibo & cominciata alle 9 del mattino e i topi sono stati sacrificati
alla stessa ora del mattino seguente.

Inizialmente ho verificato I'effettivo impatto fisiologico del protocollo di digiuno,
controllando la perdita di peso degli animali. Mediamente, dopo 24 ore di digiuno, i topi
maschi presentavano una diminuzione di 5 grammi di peso, mentre per le femmine era
di 3 grammi. Poiché, un topo maschio di cinque mesi pesa in media 28-30 grammi e
una femmina 26-28 grammi, il digiuno per 24 ore ha quindi comportato una notevole
perdita di peso corporeo negli animali. Non ho invece riscontrato differenze di rilievo
nella perdita di peso fra individui selvatici e Col6a1™".

Successivamente ho indagato a livello molecolare lo stato d’attivazione
dell’autofagia in seguito al digiuno. Dopo avere estratto I'RNA dai muscoli tibiali degli
animali, sono stati analizzati una serie di geni normalmente attivati durante il digiuno e il
processo autofagico.

Atrogin1 & un’ubiquitin ligasi regolata dalla via AKT-FoxO la cui trascrizione é
attivata in condizioni di danno muscolare e di autofagia (Bodine et al., 2001; Sacheck et
al., 2007; Mammuccari et al., 2007). Nella condizione di controllo (topi nutriti),
'espressione di Atrogin1 non presenta variazioni tra i due genotipi; tuttavia, dopo 24 ore
di digiuno, il livello del trascritto € significativamente aumentato nei topi selvatici, mentre
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risulta pressoché invariato nei topi Col6a1”~ (Figura 4a). MuRF1 & un’altra ubiquitin
ligasi, indotta durante I'atrofia e danno muscolare; in seguito al digiuno, tuttavia, la
trascrizione di MurF1 appare attivata sia nei topi knockout che in quelli selvatici (Figura
4a).

Nei muscoli dei topi privi di ColVI, la via AKT-FoxO sembra quindi non rispondere
allo stimolo autofagico. Per confermare questa ipotesi, ho valutato I'espressione di
BNIP3, un gene implicato nella regolazione dell’autofagia, in particolare della mitofagia,
e strettamente regolato dalla via di FoxO (Schweers et al., 2007; Sandoval et al., 2008;
Mammuccari et al., 2007). In condizioni di controllo, i trascritti di BNIP3 presentano
livelli simili fra animali Col6a1™~ e selvatici. Dopo digiuno per 24 ore, I'espressione di
BNIP3 risulta indotta nei topi selvatici mentre non presenta variazioni significative nei
topi Col6a1™~ (Figura 4a).

A livello biochimico, ho analizzato la lipidazione di LC3 e il livello proteico di BNIP3
per valutare lo stato d’attivazione dell’autofagia dopo digiuno per 24 ore. Ho indagato
LC3 e BNIP3, mediante western blotting, su estratti di diaframma e di muscolo tibiale
derivati da animali Col6a1™" e selvatici.

Nel diaframma dei topi nutriti, LC3 €& quasi esclusivamente presente nella sua
forma inattiva negli animali Col6a1”~ mentre nei topi selvatici sono visibili sia la forma
inattiva (LC-l) che quella attiva (LC-II). Dopo il digiuno, la presenza di LC3-Il indica che
'autofagia € indotta in entrambi i genotipi. Tuttavia, confrontando il rapporto tra LC3-l e
LC3-Il, appare evidente come I'autofagia sia attivata pit debolmente nei topi Col6a1™",
dove é ancora ben visibile banda di LC3-I. La proteina BNIP3 non presenta differenze
apprezzabili tra i diaframmi di animali selvatici e knockout, e per entrambi i livelli della
proteina risultano aumentati in seguito alla privazione di cibo (Figura 4b).

| muscoli tibiali presentano una situazione simile ai diaframmi, ma le differenze tra
i genotipi appaiono molto piu marcate. Sia in condizioni di controllo che in seguito al
digiuno, LC3 non ¢ lipidato nei topi Col6a1™". Nei topi selvatici, dopo 24 ore di
privazione di cibo, € ben evidente la forma lipidata di LC3, indice che il processo
autofagico é in atto. Di particolare rilievo il fatto che dopo 24 di digiuno, LC3 si presenta
quasi totalmente in forma lipidata nel topi selvatici rimanendo invece quasi totalmente in
forma non attiva nei topi privi di ColVI (Figura 4c). Cid conferma che i topi Col6a1™"
presentano un difetto del processo autofagico a livello muscolare. Questo viene anche
confermato dall’analisi dei livelli proteici di BNIP3 nei muscoli tibiali. In condizioni di
controllo, BNIP3 & presente in quantita molto basse in entrambi in genotipi; il digiuno
comporta un marcato aumento della proteina nei topi selvatici, in accordo con
'induzione della trascrizione del messaggero, mentre i livelli proteici di BNIP3
rimangono molto bassi e apparentemente inalterati dal digiuno nei topi Col6a1”~ (Figura
4c).

Il muscolo tibiale appare percid un modello ideale per lo studio dell’autofagia.
Rispetto al diaframma, infatti, risultano molto piu marcate le differenze a livello
biochimico e molecolare nei topi Col6a1™". Inoltre, il tibiale & un muscolo che pud
essere trasfettato in vivo, mediante opportune metodiche (Sandri et al., 2004;
Mammuccari et al., 2007). Mediante trasfezione in vivo del muscolo tibiale di topi
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selvatici e Col6a1”~ con un plasmide contenente LC3 coniugata a YFP, abbiamo percio
fatto esprimere la proteina LC3 nelle fibre muscolari, allo scopo di visualizzare nelle
sezioni di muscolo la formazione di vescicole autofagiche, rilevabili in microscopia a
fluorescenza come piccoli spot marcati (punctate pattern, ovvero distribuzione a punti).
Dopo l'operazione chirurgica e la trasfezione, ho atteso una settimana, periodo
necessario per massimizzare I'espressione della proteina e sufficiente affinché la ferita
si rimargini, prima di porre i topi in digiuno ed analizzare i muscoli. Per entrambi i
genotipi, i muscoli dei topi nutriti presentano una distribuzione diffusa ed omogenea
della proteina LC3-YFP su tutta la fibra. In seguito al digiuno per 24 ore, nei topi
selvatici le miofibre che esprimono LC3-YFP presentano un notevole numero di spot
fluorescenti distribuiti lungo la sezione della fibra, indici dellaccumulo di LC3 in
vescicole autofagiche. Nei topi Col6a1™", invece, dopo il digiuno non si evidenzia la
presenza di spot fluorescenti e la reattivita nelle miofibre rimane diffusa (Figura 4d).

Alterazioni molecolari responsabili del blocco dell’autofagia nei muscoli privi di
collagene VI

L’autofagia € un meccanismo biologico complesso e le vie di segnale che lo
regolano spesso si sovrappongono al controllo della crescita, della proliferazione, della
sopravvivenza e della morte cellulare.

mTOR e una serin/treonin chinasi che esiste in due differenti complessi: mMTORC1
e mTORC2 (Bhaskar e Hay, 2007). mTOR regola la crescita cellulare, la sintesi
proteica, I'apporto di nutrienti e 'autofagia (Sarbassov et al., 2005; Wullschleger et al.,
2006). L’autofagia & attivata dalla deplezione di nutrienti o dalla mancanza di fattori di
crescita e mTOR sembra regolare questo processo (Lum et al., 2005). L'autofagia &
soppressa da mTOR che é invece controllato direttamente dai livelli intracellulari di
amminoacidi e indirettamente dai fattori di crescita (via AKT) e dallo stato energetico
cellulare (via AMPK).

Al fine di indagare il coinvolgimento della via di mTOR nel blocco dell’autofagia nei
muscoli dei topi Col6a?1™", ho deciso di valutare prima e dopo digiuno lo stato di
fosforilazione delle chinasi AKT e AMPK, che regolano mTOR in modo opposto tra loro.
mTOR é regolato dal complesso TSC1/TSC2 che agisce da freno al segnhale mTOR
dipendente (Lee et al., 2007; Inoki et al., 2005). Quando TSC2 é fosforilato da AKT, il
complesso TSC1/TSC2 ¢ inibito, cosi il segnale di mTOR ¢ attivato. AMPK invece attiva
TSC2, cosi da inattivare mTOR (Lee et al., 2007).

Nel diaframma, come atteso, AKT & ugualmente fosforilato sia negli animali
selvatici che in quelli Col6a7™" in condizioni di controllo (topi nutriti). Dopo il digiuno, lo
stato di fosforilazione della chinasi si abbassa in entrambi i genotipi, tuttavia nei topi
Col6a1™" il livello di fosforilazione appare lievemente superiore rispetto ai corrispondenti
individui selvatici (Figura 5a). AMPK & invece pill attiva nei topi Col6a1”~ gia prima del
digiuno, mentre, in seguito alla privazione di cibo, lo stato di fosforilazione della chinasi
aumenta notevolmente negli animali selvatici e solo debolmente in quelli Col6at™".
Come conferma dello stato d’attivazione di AMPK, ho valutato la fosforilazione di acetil-
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CoA-carbossilasi (ACC), un bersaglio diretto di AMPK. In condizioni di controllo, ACC &
maggiormente fosforilato nei topi Col6a1~"; dopo il digiuno, il livello di fosforilazione
appare uguale tra i muscoli selvatici e knockout. Tuttavia, rispetto alla situazione
iniziale, la fosforilazione risulta aumentata nei topi selvatici e diminuita nei topi privi di
ColVI (Figura 5a). Per valutare quale sia I'effetto delle chinasi su mTOR, ho deciso di
valutare lo stato di fosforilazione di 4EBP1, un bersaglio molecolare diretto di mTOR.
Nella condizione di controllo, non ci sono variazioni nello stato di fosforilazione di
4EBP1 tra le due popolazioni di topi, ma in seguito al digiuno, sebbene la fosforilazione
diminuisca notevolmente, questa risulta lievemente maggiore nei topi Col6a1”~ (Figura
5a).

L’analisi del tibiale ha invece messo in luce le notevoli differenze nello stato
d’attivazione di AKT fra animali selvatici e Col6a1™". Nella condizione di controllo (topi
nutriti), AKT & fosforilato sia nei muscoli selvatici che in quelli privi di ColVI, ma dopo il
digiuno la chinasi non & defosforilata nei tibiali Col6a1™". La differenza appare molto
netta, in quanto nei muscoli dei topi selvatici AKT & completamente inattiva (Figura 5b).
La situazione di AMPK appare analoga a quella riscontrata nei diaframmi. Quando gl
animali sono nutriti, I'attivazione di AMPK risulta maggiore nei tibiali Col6a?1”~, come
confermato anche dallo stato di fosforilazione di ACC. Dopo il digiuno, se confrontato
con la condizione di controllo, AMPK risulta attivata nei muscoli tibiali selvatici mentre
appare invariata in quelli privi di ColVI; anche in questo caso, la fosforilazione di ACC
rispecchia lo stato d’attivazione di AMPK (Figura 5b). mTOR non appare influenzato
dalla condizione di digiuno nei muscoli tibiali Col6a1™", come indicato da 4EBP1. In
condizione di controllo, infatti, lo stato di fosforilazione di 4EBP1 non presenta
variazioni tra i due genotipi, ma dopo il digiuno la fosforilazione di 4EBP1 non
diminuisce nei muscoli tibiali Col6a1™~ (Figura 5b).

Il sistema autofagico non & regolato solamente dalla via di mTOR. Vi sono molte
altre proteine fondamentali nell’attivazione dell’autofagia e soprattutto nella fase di
nucleazione delle vescicole autofagiche. Uno di questi fattori & Beclin1, un elemento del
complesso di cui fanno parte anche UVRAG, PI3K-IlIl e Ambra1, e che svolge un ruolo
chiave nella formazione degli autofagosomi (Levine e Klionsky, 2004).

L’analisi dei livelli di Beclin1 nel diaframma rivela che la quantita della proteina &
inferiore nei muscoli Col6a1™" rispetto ai muscoli selvatici, gia nella condizione di
controllo. Dopo il digiuno di 24 ore € rilevabile un aumento di Beclin1 nei muscoli
Col6a1™, tuttavia il livello & notevolmente inferiore rispetto a quello dei controlli
selvatici. | due fattori anti-apoptotici Bcl2 e BclX,, che normalmente legano Beclin1
inibendola (Pattingre et al., 2005), non sono alterati nei muscoli privi di ColVI sia in
condizioni di alimentazione regolare sia dopo il digiuno di 24 ore (Figura 6a).

Anche nel muscolo tibiale Beclin1 presenta delle anomalie nei topi privi di ColVI. A
differenza del diaframma, nei muscoli tibiali Co/6a71”" la quantita di Beclin1 non risulta
variata né nelle condizioni di controllo né in seguito al digiuno, a fronte di un netto
aumento della proteina nei muscoli tibiali selvatici (Figura 6b). Particolarmente
interessante € anche lI'andamento di Bcl2: nelle condizioni iniziale, i livelli di Bcl2
appaiono simili tra muscoli tibiali selvatici e Col6a1™”" tuttavia, in seguito al digiuno, i
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livelli di Blcl2 aumentano notevolmente nei muscoli tibiali Co/6a1™~ mentre non varia nei
corrispondenti campioni selvatici. BclX,, come nei diaframmi, non appare soggetta a
variazioni (Figura 6b).

Oltre all’analisi proteica, sono stati indagati i livelli dei trascritti per Beclin1 e Bcl2
prima e dopo il digiuno, mediante real time RT-PCR. Sorprendentemente, a fronte delle
variazioni di Beclin1 nei muscoli selvatici, dopo il digiuno non c’e¢ induzione del
corrispondente trascritto. Per quanto riguarda Bcl2, invece, si osserva un aumento del
trascritto dopo il digiuno, ma tale aumento non risulta statisticamente significativo
(Figura 6c¢).

Come controllo, € stato analizzato anche il fattore pro-apoptotico Bax. Nei
diaframmi non ci sono variazioni della proteina tra i due genotipi, anche se si osserva
un lieve aumento di Bax dopo il digiuno. Nei tibiali Bax appare invariato per entrambi i
genotipi anche dopo il digiuno (Figura 6a,b).

| risultati ottenuti con gli studi mediante digiuno indicano che nei topi Col6a1™”" vi &
un deficit del processo autofagico. Per comprendere se il problema dei topi privi di
ColVI fosse dovuto ad un blocco totale dell’autofagia oppure ad una sua inibizione
parziale e reversibile, ho deciso d’'indurre uno stimolo fisiologico particolarmente forte. A
tale scopo, ho protratto il digiuno per 30 ore consecutive e poi analizzato le vie
molecolari coinvolte nell’attivazione dell’autofagia.

Prima di procedere con le analisi biochimiche e molecolari, ho monitorato la
perdita di peso dei topi. Dopo un digiuno per 30 ore, i topi maschi hanno mostrato
mediamente una perdita di 7 grammi di peso, mentre le femmine di 5 grammi. Come
per il digiuno piu breve, la perdita di peso appare omogenea, in termini di peso perso,
tra i due genotipi.

Le analisi molecolari hanno invece rivelato risultati differenti rispetto al digiuno di
24 ore e di particolare interesse per i topi Col6a1™". Le ubiquitin ligasi Atrogin1 e
MuRF1 sono ora indotte, rispetto alle condizioni di controllo, anche nei muscoli tibiali
Col6a1™", ma, per entrambe, ad un livello nettamente inferiore rispetto ai muscoli
selvatici (Figura 7a). Anche il trascritto di BNIP3 presenta livelli maggiori rispetto al
digiuno di 24 ore, ma sempre inferiore nei muscoli Col6a1™" rispetto ai muscoli selvatici
(Figura 7a). Analizzando LC3 e BNIP3, da un punto di vista biochimico, si pud notare
come nei diaframmi, dopo il digiuno per 30 ore, LC3 sia completamente lipidato e
BNIP3 attivamente tradotto in entrambi i genotipi (Figura 7b). Nei muscoli tibiali Col6a1~
=, dopo 30 ore di digiuno la banda di LC3-Il appare piu marcata rispetto ai corrispettivi
campioni da topi nutriti; tuttavia lo stato complessivo di lipidazione € inferiore a quello
dei controlli selvatici. A livello proteico, € ora visibile un piccolo aumento della quantita
di BNIP3 anche nei muscoli Col6a?1™ (Figura 7c).

Le analisi istologiche, effettuate su sezioni trasversali dei muscoli tibiali dopo
trasfezione in vivo con il plasmide contenente LC3-YFP e digiuno per 30 ore, hanno
rivelato la presenza di numerosi spot fluorescenti nelle miofibre selvatiche, indice di un
processo di vescicolazione in atto. Alcuni spot fluorescenti sono identificabili anche
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nelle miofibre Col6a1”~, seppure in misura minore rispetto ai muscoli selvatici,
indicando una presenza di vescicole autofagiche nei muscoli privi di ColVI (Figura 7d).

Sembra quindi che in condizioni di digiuno prolungato I'autofagia si sia sbloccata
ed attivata, almeno in parte, anche nei muscoli Col6a1™". Per verificare questa ipotesi,
ho analizzato nuovamente, dopo digiuno per 30 ore, le proteine regolatrici del processo
autofagico. Nel diaframma, AKT appare fortemente defosforilata in entrambi i genotipi.
AMPK aumenta il suo stato di fosforilazione nei muscoli Col6a1™", ma meno rispetto al
marcato incremento nel diaframma selvatico. La chinasi mTOR ¢ inattivata in entrambi i
genotipi, come dimostrato dal fattore 4EBP1 che appare fortemente defosforilato
(Figura 8a).

Dopo digiuno per 30 ore, nei muscoli tibiali sono presenti ancora delle differenze
fra i due genotipi. AKT permane notevolmente fosforilata nei muscoli knockout, ma
anche nei tibiali selvatici lo stato di fosforilazione sembra piu alto rispetto alla
condizione di digiuno per 24 ore. Nei muscoli tibiali Col6a1”~, AMPK non & soggetta ad
un aumento di fosforilazione,, a differenza di quanto avviene per i corrispondenti
muscoli selvatici. La via di mTOR appare ancora attiva nei muscoli tibiali privi di ColVI,
in quanto 4EBP1 & presente nel suo stato fosforilato; come atteso, nei muscoli selvatici
4EBP1 risulta defosforilato, seppur in modo minore rispetto alla condizione di digiuno
piu breve (Figura 8b).

Nei diaframmi, i livelli proteici di Beclin1, dopo digiuno per 30 ore, risultano molto
aumentati sia negli animali di controllo che in quelli Col6a1~". | fattori anti-apoptotici non
sembrano variare molto rispetto alla condizione precedente, fatta eccezione per un lieve
aumento nei livelli di Bcl2 (Figura 9a). Nel muscolo tibiale Col6a?™", Beclin1 & ora
presente ad un livello maggiore rispetto alle condizioni basali, tuttavia persiste una
differenza, in ribasso, nella quantita rispetto al corrispondente selvatico. Per quanto
riguarda Bcl2, & riscontrabile un notevole aumento della proteina nei muscoli tibiali
knockout in seguito al digiuno. BclX. non subisce invece variazioni di rilievo nei muscoli
tibiali e nel diaframma di entrambi i genotipi (Figura 9b). Infine, per quanto riguarda il
fattore pro-apoptotico Bax, il suo andamento rispecchia quello gia osservato per la
condizione di digiuno per 24 ore: &€ aumentato solamente nei diaframmi dopo il digiuno
(Figura 9a-b).

L’analisi dei trascritti di Bcl2 e Beclin1 ha rivelato come, nei muscoli Col6a1™", i
livelli del trascritto di Bcl2 aumentino lievemente in seguito al digiuno, mentre i livelli di
Beclin1 rimangono invariati a fronte di un aumento della proteina. E’ interessante notare
anche come nei tibiali selvatici, il notevole aumento del livello proteico di Beclin1 &
accompagnato anche dall’incremento del corrispondente trascritto (Figura 9c).

Analisi delle alterazioni ultrastrutturali e induzione dell’autofagia nei topi Col6a7”
~ dopo digiuno

Parallelamente alle analisi biochimiche e molecolari, abbiamo condotto una serie
di studi ultrastrutturali, mediante microscopia elettronica, per osservare come si
presentasse il fenotipo miopatico durante le due diverse condizioni sperimentali di
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digiuno. In particolare, abbiamo rivolto la nostra attenzione alla ricerca di aspetti tipici
dell’autofagia, per confermare se nei muscoli privi di ColVI vi sia un effettivo blocco
dell’autofagia, come indicato dalle analisi biochimiche e molecolari.

Come precedentemente accennato, la condizione di privazione di nutrienti &€ un
sistema ideale per indurre 'autofagia, e dopo le due diverse condizioni di digiuno sono
emerse notevoli differenze ultrastrutturali nei muscoli dei due genotipi. Le analisi sono
state eseguite sul diaframma, in quanto € il muscolo piu affetto dalla patologia e nel
quale le alterazioni sono piu facilmente documentabili (Irwin et al., 2003). Nei muscoli
selvatici, 24 ore di digiuno sono state sufficienti per mettere in luce una serie di
caratteristiche tipiche dell’autofagia. Le fibre cominciano a presentare alterazioni nella
loro organizzazione morfologica e compaiono numerosi lisosomi e autofagosomi. Nella
maggior parte delle fibre analizzate, sono visibili organelli con morfologia alterata e
molto spesso avvolti da una doppia membrana, indice di formazione di corpi autofagici
(Figura 10a,b). Oltre a questi autofagosomi primari, si osservano anche degli autofago-
lisosomi in cui il materiale inglobato all’interno delle vescicole & degradato dall’azione
degli enzimi litici (Figura 10c).

| diaframmi Col6a1~~, invece, dopo digiuno per 24 ore risultano quasi del tutto privi
di autofago-lisosomi. Persistono le alterazioni tipiche dei muscoli privi di ColVI, quali
reticolo dilatato e mitocondri rigonfi, spesso elettrondensi (Figura 10d). Sono molto rari i
caratteristici corpi autofagici con doppia membrana (Figura 10e); invece, si nota molto
chiaramente un numero cospicuo d’accumuli di lipofuscine, peculiari agglomerati
membranosi facilmente riconoscibili al microscopio elettronico (Figura 10f).

L’ultrastruttura dei muscoli varia notevolmente dopo 30 ore di digiuno. | diaframmi
selvatici perdono quasi completamente la morfologia e I'organizzazione delle miofibre; il
reticolo sarcoplasmatico &€ notevolmente dilatato mentre i mitocondri perdono la loro
morfologia diventando tondeggianti (Figura 11a). Sono riscontrabili numerosi esempi di
corpi autofagici e soprattutto autofago-lisosomi gia in uno stadio avanzato (Figura 11b-
C).

Nei diaframmi Col6a1™" la morfologia delle fibre, dopo 30 ore di digiuno, appare
molto diversa rispetto ai muscoli selvatici. L'organizzazione dei sarcomeri & regolare e
le singole miofibre sono ben disposte (Figura 11d). Sono presenti corpi autofagici e
autofago-lisosomi in misura piu frequente rispetto al digiuno per 24 ore (Figura 11g), e
permane la presenza di grossi accumuli di lipofuscine (Figura 11h). Tuttavia, sono
quasi completamente assenti le alterazioni a carico del reticolo sarcoplasmatico, mentre
i mitocondri alterati sono ancora presenti ma molto meno frequenti (Figura 11d-f).
Questo dato appare di particolare rilievo, soprattutto in confronto con le alterazioni
presenti negli stessi muscoli quando i topi Col6a1”~ sono mantenuti in condizioni
normali di nutrizione (cfr. Figura 11d con Figura 1b).

Nel complesso, quindi, gli studi di microscopia elettronica hanno confermato i dati
molecolari, indicando un deficit di autofagia nei muscoli Col6a1”", ed hanno suggerito
che le alterazioni ultrastrutturali tipiche dei privi di ColVI possano essere recuperate in
condizioni di digiuno prolungato e capaci di spingere il processo autofagico.
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Recupero del fenotipo apoptotico e della disfunzione mitocondriale nei topi
Col6a1”" dopo attivazione dell’autofagia

Le analisi ultrastrutturali dei muscoli privi di ColVlI fanno supporre come
I'attivazione dell’autofagia possa rimuovere, almeno parzialmente, quegli organelli
alterati che sembrano essere la causa del fenotipo apoptotico, precedentemente
osservato nei topi Col6a1” e nei pazienti UCMD (Irwin et al., 2003; Angelin et al.,
2007).

Ho quindi indagato se dopo le due condizioni sperimentali di digiuno ci fossero
delle differenze nell’incidenza di nuclei apoptotici nel diaframma dei topi privi di ColVI.
La quantizzazione dell’apoptosi & stata eseguita mediante il saggio TUNEL in situ,
mantenendo le stesse precedenti condizioni sperimentali di digiuno (24 ore e 30 ore) e
utilizzando sezioni di muscoli da animali nutriti come controlli interni agli esperimenti.

Il digiuno per 24 ore non comporta alcuna variazione nell’incidenza dell’apoptosi
nei diaframmi Col6a1”~ (Figura 12a,b). Il numero di nuclei TUNEL-positivi &
assolutamente paragonabile a quello documentato nella condizione di nutrimento: 57,9
nuclei/mm? dopo il digiuno rispetto a 59,8 nuclei/mm? in condizioni fisiologiche normali.
Diversamente, ho riscontrato un deciso aumento nel numero di nuclei TUNEL-positivi
nei diaframmi selvatici: 27,4 nuclei/mm? dopo il digiuno rispetto a 5,4 nuclei/mm? in
condizione di controllo (Figura 12b). Cio € atteso, in quanto il digiuno rappresenta una
situazione di stress che induce morte delle miofibre; 'aumento dell’apoptosi nei
diaframmi selvatici & statisticamente significativo se confrontato con i valori della
condizione alimentare di controllo (P = 2,3 E-15).

La condizione di digiuno prolungato, per 30 ore, ha portato invece ad una marcata
diminuzione dell’apoptosi nei diaframmi dei topi Col6a1™~ (Figura 12a). | valori medi dei
nuclei TUNEL-positivi per unita di superficie risultano infatti molto piu bassi e quasi
paragonabili a quelli dei topi selvatici nella condizione fisiologica normale: 7,8
nuclei/mm?. Sebbene I'apoptosi diminuisca molto, non si raggiungono i valori registrati
per i topi selvatici in condizioni di normale alimentazione; da un punto di vista statistico,
rimane significativa, seppur di poco, la differenza nel numero dei nuclei apoptotici (P =
0,02). La riduzione dell’apoptosi &€ ampiamente significativa, se confrontata con i valori
ottenuti per i topi Col6a1", sia nella condizione di controllo che dopo il digiuno di 24 ore
(P=25E-24 e P= 2,6 E-48, rispettivamente) (Figura 12b). Per i topi selvatici, come
atteso anche la condizione digiuno prolungato comporta un’aumento dell’incidenza dei
nuclei apoptotici rispetto alla condizione fisiologica normale (P = 1,3 E-8) (Figura
12a,b).

Poiché il fenotipo apoptotico dei muscoli Col6a1”~ appare significativamente
migliorato, dopo digiuno prolungato, abbiamo valutato se alla diminuzione dell’apoptosi
corrispondesse anche un miglioramento della funzionalita mitocondriale (Figura 13).
L’analisi del potenziale mitocondriale (AWy,), mediante misura dei valori di TMRM dopo
aggiunta di oligomicina in miofibre isolate, ha rivelato che il digiuno di 24 ore non
comporta alcun miglioramento significativo nella funzionalita mitocondriale delle fibre
Col6a1”". Considerando una soglia stabilita empiricamente (fissata, come per gli
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esperimenti precedenti, in corrispondenza della perdita di almeno il 10% del valore di
AW, dopo 50 min di incubazione con oligomicina), si osserva infatti depolarizzazione
mitocondriale nel 36% delle miofibre Col6a?1™~ , valore molto simile a quello (39%)
osservato nelle miofibre Col6a1~~ di topi nutriti. Nelle fibre muscolari selvatiche, invece,
il fenotipo peggiora notevolmente e dopo [Iaggiunta delloligomicina vi &
depolarizzazione mitocondriale nel 25% delle miofibre (Figura 13a).

Come per I'apoptosi, pero, il potenziale mitocondriale delle miofibre Col6a1™~
migliora in seguito al digiuno prolungato. Le 30 ore di digiuno riducono al 16% la
percentuale delle fibre Col6a1”~ con depolarizzazione mitocondriale in seguito
all’aggiunta dell’'oligomicina. Per le fibre selvatiche, invece, il digiuno prolungato ha un
effetto negativo sul AW, con depolarizzazione mitocondriale nel 23% delle fibre (Figura
13b).

A livello biochimico e molecolare, le maggiori variazioni tra i topi selvatici e i topi
privi di ColVI sono presenti nel muscolo tibiale. Per questo motivo, ho ritenuto
interessante indagare anche quale sia l'incidenza dell’apoptosi in questo muscolo.
Come per il diaframma, ho eseguito il saggio TUNEL su sezioni di muscolo tagliate al
criostato. L’analisi ha evidenziato un maggior numero di nuclei TUNEL-positivi nei
campioni knockout, ma con una frequenza molto inferiore rispetto al diaframma (Figura
14a). Normalizzando il numero di nuclei TUNEL-positivi per unita d’area delle sezioni, si
ottiene un valore di 2,1 nuclei/mm? per i tibiali selvatici e di 5 nuclei/mm? per i tibiali
Col6a1™ (Figura 14b). | dati sono quindi differenti rispetto a quelli rilevati per il
diaframma. Si deve considerare, comunque, che sebbene diaframma e tibiale siano
classificati entrambi come muscoli “veloci” in base alla percentuale di fibre glicolitiche
presenti, hanno una funzione molto diversa tra loro. Inoltre, & risaputo come |l
diaframma, in numerosi modelli murini di distrofie incluse quelle legate al ColVI, sia il
muscolo maggiormente colpito dalla patologia. Il numero di nuclei apoptotici riscontrato
nei tibiali privi di ColVI risulta comunque significativo da un punto di vista statistico se
comparato ai tibiali selvatici (P = 1,3 E-9).

Nei tibiali Col6a1™" 'autofagia non sembra attivarsi dopo 24 ore di digiuno e, come
per i diaframmi, 'apoptosi non varia (Figura 14c). Dopo il digiuno prolungato, il processo
autofagico comincia ad attivarsi seppur ad un basso livello. Ho indagato se, anche in
questo caso, sia presente un miglioramento del fenotipo apoptotico. Il valore numerico
dei nuclei TUNEL-positivi effettivamente si abbassa, ma non come avviene per i
diaframmi. La riduzione dell’apoptosi tra la condizione fisiologica e il digiuno prolungato
risulta, anche se di poco, statisticamente significativo (P = 0,02) (Figura 14c).

Per quanto riguarda i muscoli tibiali selvatici, come atteso, la privazione di nutrienti
comporta un aumento dell’apoptosi dei mionuclei. L’aumento del numero medio di
nuclei TUNEL-positivi tra la situazione fisiologica e le due condizioni di digiuno &
significativo in entrambi i casi (P = 0,002 per le 24 ore di digiuno; P = 0,03 per le 30 ore
di digiuno), (Figura 14c).
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Induzione dell’autofagia nei muscoli tibiali Co/6a7”~ mediante trasfezione in vivo
con Beclin1

| risultati ottenuti hanno evidenziato che [linduzione dell’autofagia, mediante
privazione di nutrienti, & in grado di migliorare il fenotipo apoptotico dei muscoli di topi
privi di ColVI. Per avere un’ulteriore conferma che sia proprio la condizione di blocco
dellautofagia la causa dellaumento dell’apoptosi, abbiamo stimolato il processo
autofagico delle fibre muscolari con un approccio genetico. | muscoli tibiali sono stati
trasfettati in vivo con un plasmide in cui € clonato il cDNA codificante per la proteina
Beclin1.

In letteratura & stato dimostrato come la trasfezione con un plasmide che esprime
Beclin1 sia funzionale all'induzione dell’autofagia (Zhenyu et al., 2002). Tuttavia, per
avere una conferma piu precisa cha anche nel nostro modello ci fosse un’induzione
dell’autofagia, abbiamo co-trasfettato il plasmide contenente Beclin1 ed il plasmide
contenente LC3-YFP nel muscoli tibiale di topi selvatici e topi Col6a?1™". Per questo
esperimento, ho atteso 14 giorni prima di analizzare in dettaglio i muscoli tibiali. Due
settimane sono un periodo di tempo ragionevole affinché il processo autofagico indotto
dall’'espressione di Beclin1 venga attivato e porti a degli effetti misurabili.

In condizioni di normale alimentazione, nei muscoli tibiali di topi selvatici e
knockout trasfettati solamente con LC3-YFP la fluorescenza appare omogenea su tutta
la fibra (Figura 4d). Dopo co-trasfezione con Beclin1, invece, nelle fibre trasfettate
risulta ben evidente la presenza di spot fluorescenti, sia per i topi selvatici che per quelli
knockout, indicando che LC3 € presente nella sua forma lipidata e quindi associato a
vescicole autofagiche (Figura 15). Cio indica che lI'espressione forzata di Beclin1 nei
muscoli di topi Col6a1™" & in grado di indurre autofagia.

Poiché questo approccio genetico si €& rivelato funzionale all'induzione
dell’autofagia, ho valutato se lo stesso approccio fosse in grado di comportare un
miglioramento del fenotipo apoptotico nei topi Col6a1™". Per questi studi, abbiamo
trasfettato i muscoli tibiali con un plasmide contenente Beclin1 coniugata a GFP. In
questo caso, le fibre che esprimono Beclin1 sono fluorescenti nel verde e non
presentano nessuna puntinatura in quanto non € co-trasfettato LC3 (Figura 16a).

Prima di procedere con l'analisi mediante TUNEL, ho analizzato una serie di
sezioni istologiche per valutare che la trasfezione fosse avvenuta ad un buon livello. Nei
topi selvatici, I'efficienza della trasfezione ha raggiunto valori fino al 30% delle fibre,
mentre nei muscoli knockout € risultata inferiore, non superando il 20% delle fibre totali.
La minor efficienza €& dovuta probabilmente alla minor densitd della matrice
extracellulare dei muscoli privi di ColVI. Durante I'operazione chirurgica, infatti, nei topi
Col6a1”" la soluzione salina contenente il plasmide molto spesso diffondeva
rapidamente attraverso il muscolo venendo quindi persa all’esterno del tessuto, cosi
che il numero di fibre trasfettate € risultato inferiore rispetto ai muscoli selvatici. Per
questo motivo, per i topi Col6a1”" si & resa necessaria I'analisi di un elevato numero di
muscoli. La lassita dei muscoli dei topi privi di ColVI & probabilmente anche la causa
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della maggior presenza d’inflammazione, che ho osservato dopo trasfezione nei topi
Col6a1™.

In alcuni esperimenti preliminari, ho osservato che la reazione per TUNEL abbatte
molto il segnale fluorescente della GFP. Percid, prima di procedere con il protocollo di
reazione, le sezioni di muscolo sono state fotografate in modo da poter individuare le
fibre trasfettate (Figura 16a,b). Il saggio TUNEL é stato effettuato su tutta la sezione di
muscolo, ma la conta dei nuclei positivi & stata eseguita distinguendo quelli presenti
nelle fibre trasfettate da quelli nelle fibre non trasfettate (Figura 16c¢). Nell’elaborazione
dei valori ottenuti, il numero dei nuclei TUNEL-positivi &€ stato normalizzato sull’unita
d’area, distinguendo sempre tra fibre trasfettate e non trasfettate (Figura 16d). Nelle
fibre Col6a1™~ esprimenti Beclin1, induzione dell'autofagia abbassa significativamente
il numero medio dei nuclei apoptotici, se confrontato con il valore riscontrato nelle fibre
non trasfettate dello stesso muscolo (P = 5,5 E-09). Il valore medio dei nuclei apoptotici
nelle fibre Col6a1™" trasfettate non risulta invece significativamente differente da quello
misurato nelle fibre selvatiche trasfettate e non trasfettate (P = 0,5, P = 0,4
rispettivamente).

Implicazione dell’autofagia nelle distrofie umane legate al collagene VI

Potendo disporre di biopsie muscolari di pazienti affetti da UCMD e BM,
gentilmente fornite dal Prof. Luciano Merlini (Universita di Ferrara) e dalla Dott.ssa
Patrizia Sabatelli (Istituti Ortopedici Rizzoli, Bologna), ho indagato se alcune delle
principali proteine regolatrici dell’autofagia risultino alterate anche nelle distrofie umane
legate al ColVI. Tutte le biopsie sono state ottenute dal muscolo tibiale dei pazienti. |
campioni bioptici di muscolo sono stati trattati in modo analogo a quelli murini, cosi da
poter effettuare analisi mediante western blotting.

Per ovvi motivi, nel caso dei pazienti € possibile analizzare solo la situazione
fisiologica di normale alimentazione. L’analisi per Beclin1 mostra come la proteina sia
presente a livelli molto bassi nei muscoli dei due pazienti UCMD (P1 e p2), mentre
presenta una parziale diminuzione nei muscoli dei due pazienti BM (P3 e P4), se
confrontata con i corrispondenti livelli rilevati in biopsie di muscolo di controllo da
individui non affetti (Figura 17).

Per quanto riguarda LC3, la proteina non presenta variazioni di rilievo se
consideriamo il suo stato di attivazione; tuttavia, appare evidente una diminuzione della
quantita complessiva di LC3 nei pazienti P1, P2, P4 (Figura 17).

Uno dei problemi principali delle biopsie muscolari dei pazienti & che questi molto
spesso presentano una forte sostituzione del tessuto muscolare con tessuto fibroso e
adiposo; cid rende complessa linterpretazione dei risultati qualora non si usino
appropriati controlli interni. Come controllo ho percid utilizzato una proteina muscolare,
la troponina T, in modo da normalizzare i risultati rispetto alla effettiva massa muscolare
presente nella biopsia (Figura 17).
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DISCUSSIONE

La miopatia causata da deficit del ColVI & stata ben descritta a livello istologico e
funzionale. | muscoli dei topi con inattivazione del gene Col6a1 presentano delle
evidenti alterazioni del reticolo sarcoplasmatico e dei mitocondri. Il reticolo
sarcoplasmatico appare dilatato soprattutto a livello delle triadi, mentre i mitocondri
sono rigonfi con creste dilatate e un’anomala densita di matrice. La morfologia alterata
degli organelli si accompagna a disfunzione mitocondriale, alterata omeostasi del Ca**
ed apoptosi spontanea. | muscoli dei topi Col6a1”" hanno una forza minore e
strutturalmente appaiono meno consistenti e piu fragili (Irwin et al., 2003).

| difetti patofisiologici identificati nei topi Col6a1™~ sono stati confermati anche nei
pazienti affetti da UCMD e BM (Angelin et al., 2007), ed & stata descritta anche una
possibile terapia basata sull’utilizzo della ciclosporina A, un farmaco in grado indurre il
recupero della disfunzione mitocondriale (Irwin et al., 2003). Recentemente questo
farmaco é stato utilizzato anche in un trial clinico pilota in pazienti affetti da UCMD,
confermando la sua efficacia nel recupero delle alterazioni dei mitocondri e nella
normalizzazione dell’apoptosi (Merlini et al., 2008).

Questi studi hanno portato un contributo importante alla comprensione dei difetti
alla base del fenotipo miopatico causato da deficit di ColVI. Tuttavia non & stato ancora
chiarito quale sia il meccanismo molecolare alla base della patologia e in particolar
modo perché persistano organelli alterati nelle fibre muscolari anziché essere eliminati.
Nel corso del mio dottorato mi sono occupato d’'indagare quale potesse essere uno dei
possibili meccanismi alla base della miopatia, utilizzando i topi Col6a7”~ come modello
animale. Partendo dalle alterazioni agli organelli, dalla disfunzione mitocondriale e
dall’apoptosi spontanea presenti nei muscoli scheletrici, ho cominciato ad indagare
'eventuale presenza di anomalie nelle vie molecolari che regolano I'apoptosi. Non ho
riscontrato variazioni nei livelli proteici di fattori pro- ed anti-apoptotici, quali Bcl2, BelX,
e Bax, né nello stato d’attivita della chinasi AKT. Queste osservazioni suggeriscono che
non ci siano alterazioni particolarmente forti nelle principali vie di sopravvivenza
cellulare.

La disfunzione mitocondriale osservata nelle fibre muscolari prive di ColVI induce
perd a supporre che ci sia uno squilibrio energetico. Per questo motivo ho indagato lo
stato d’attivazione della chinasi AMPK, un sensore dei livelli energetici della cellula.
AMPK & risultata essere maggiormente attiva nei muscoli Col6a1™", quindi la teoria del
deficit energetico alla base del fenotipo apoptotico ha rappresentato un punto d’inizio
per caratterizzare la via molecolare che lega il deficit di ColVI alla disfunzione
mitocondriale ed al fenotipo miopatico.

| mitocondri sono critici per la produzione d’energia, soprattutto nel tessuto
muscolare, ma quando sono danneggiati sono fonte di ROS e rilasciano una serie di
fattori pro-apoptotici. Solitamente il turn-over dei mitocondri &€ regolato dalla via
lisosomiale (Levine e Kroemer, 2008).
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La macroautofagia (comunemente chiamata semplicemente ‘autofagia’) & il
processo cellulare che meglio si lega al deficit energetico e alla morte cellulare. |
processo autofagico & un sistema altamente conservato che permette agli organismi di
sopperire alla mancanza di nutrienti e di eliminare proteine o organelli citosolici mal
funzionanti. L'autofagia & critica per la sopravvivenza cellulare in quanto garantisce
risorse d’energia alternative in caso d’assenza di nutrienti; tuttavia, essa diventa
deleteria quando risulta massivamente attivata o fortemente inibita (Maiuri et al., 2007).
L’anomala attivazione dell’autofagia induce una forma di morte cellulare non apoptotica
definita “morte cellulare programmata di tipo 2”; nei muscoli scheletrici, cid comporta
una perdita della massa tissutale. L’inibizione dell’autofagia causa invece I'accumulo di
mitocondri e reticolo malfunzionanti, di proteine ubiquitinate e di accumuli membranosi
che conducono alla disfunzione ed alla degenerazione delle cellule. |l processo
autofagico pud quindi indurre la morte cellulare, ma pud anche favorire la
sopravvivenza fornendo nutrimento ed eliminando gli organelli danneggiati (Maiuri et al.,
2007; Levine e Kroemer, 2008).

Poiché i muscoli dei topi privi di ColVI presentano organelli malfunzionanti, ho
inizialmente voluto verificare se in tali muscoli vi fossero alterazioni del processo
autofagico. Data la presenza di mitocondri e reticolo alterati nelle fibre muscolari
Col6a1™, era lecito attendersi un’attivazione dell'autofagia per rimuovere tali organelli
malfunzionanti. Uno dei principali marcatori molecolari dell’autofagia & la proteina LC3;
se l'autofagia € attiva, LC3 si presenta associato alle membrane degli autofagosomi
nella sua forma lipidata ed attiva (Tanida et al., 2004). Sorprendentemente, nei muscoli
Col6a1”~ LC3 & risultato essere presente prevalentemente nella forma non lipidata,
quindi inattivo, sebbene sia evidente una situazione di sofferenza energetica.
Apparentemente quindi la maggiore attivazione della via di AMPK non risulta
determinante per I'induzione dell’autofagia nel modello analizzato.

La persistenza dei mitocondri alterati e la presenza di LC3 nella sua forma inattiva
mi ha persuaso ad indagare se fosse il meccanismo della macroautofagia ad essere
primariamente alterato nei muscoli Col6a71™". Uno dei sistemi pil utilizzati per indurre
I'autofagia nei vertebrati & il digiuno alimentare (Mizushima, 2007). Un periodo di 24 ore
di digiuno é sufficiente per attivare in topo I'autofagia nelle fibre veloci dei muscoli. Ho
deciso quindi di condurre un esperimento di digiuno alimentare per indurre I'autofagia
nei topi Col6a1™". Parallelamente al diaframma, che risulta essere il muscolo
maggiormente affetto dal deficit di ColVI (Bonaldo et al., 1998; Irwin et al., 2003), ho
studiato anche il muscolo tibiale, anch’esso ricco in fibre veloci, ma meno affetto dalla
patologia, come dimostrato dalla minor incidenza dei nuclei apoptotici. Lo studio del
tibiale, parallelamente al diaframma, € sembrato particolarmente interessante poiché
tale muscolo offre diversi vantaggi: /) € isolabile facilmente ed in breve tempo, quindi la
degradazione del’RNA e delle proteine risulta minore rispetto al diaframma; i) & di
dimensioni maggiori, quindi & possibile ricavarne una maggior quantita di proteina e
RNA,; iii) € un muscolo che si pu¢ trasfettare in vivo.

Dopo 24 ore di digiuno, i muscoli Col6a1™ hanno effettivamente dimostrato una
conversione di LC3 da forma inattiva a forma lipidata molto piu bassa rispetto ai controlli

56



selvatici. Il muscolo tibiale €& risultato essere completamente resistente a tale stimolo
autofagico, mentre nel diaframma si € osservata una parziale lipidazione di LC3. La
differenza di comportamento tra i due muscoli pud essere spiegata considerando che
diaframma e tibiale fisiologicamente hanno funzioni molto diverse. | muscoli della
respirazione sono piu sollecitati rispetto a quelli degli arti, inoltre 'apporto energetico del
diaframma & fondamentale per la sopravvivenza, quindi & plausibile che si riscontrino
delle differenze sia a livello di gravita del fenotipo che a livello molecolare nel blocco
dell’autofagia. Nel complesso, appare evidente una disfunzione a carico del processo
autofagico nei topi Col6a1™~ per entrambi i muscoli. Le analisi ultrastrutturali hanno
confermato, in maniera ancora piu evidente, i dati biochimici: nelle fibore muscolari
Col6a1™ gli autofagosomi sono in entitd minima se confrontati con il numero di quelli
presenti nelle fibre selvatiche, mentre &€ notevole I'accumulo di strutture membranose e
lipofuscine, tipico delle situazioni in cui I'autofagia € compromessa (Cao et al., 2006).
Questa osservazione fornisce un dato di notevole rilevanza: nei muscoli Col6a?1™" il
blocco del meccanismo autofagico appare a carico degli stadi iniziali del processo,
creando un deficit nella formazione degli autofagosomi. Tale inibizione dell’autofagia
spiegherebbe perché i mitocondri alterati non sono rimossi comportando un deficit
energetico nei muscoli.

La presenza di mitocondri alterati e I'ipotesi che nei muscoli Col6a1™~ I'autofagia
fosse bloccata in entrata, mi hanno portato ad indagare I'espressione e i livelli proteici di
BNIP3. BNIP3 € un membro atipico della famiglia Bcl2; si tratta di una proteina ‘BH3-
only’ implicata nella frammentazione mitocondriale, nei processi autofagici e in modo
particolare nella mitofagia (Hamacher-Brady et al., 2006). Recentemente & stata
dimostrata I'importanza di BNIP3 nella formazione degli autofagosomi nel muscolo
scheletrico durante il digiuno (Mammuccari et al., 2007). L’analisi dei topi Col6a1™" ha
dimostrato che BNIP3 non & indotto da digiuno nei muscoli tibiali dei topi privi di ColVI,
mentre lo € nei controlli.

Recentemente & stato dimostrato come BNIP3 sia regolato trascrizionalmente da
FoxO3 quando l'autofagia & attivata mediante digiuno. Come BNIP3, anche Atrogin1 &
regolata da FoxO3 e anch’essa é attivamente trascritta dopo il digiuno (Mammuccari et
al., 2007). Nei muscoli tibiali Col6a1™, i livelli di mRNA per Atrogin1 non aumentano
dopo il digiuno, rispecchiando la situazione di BNIP3. FoxO3 é regolato negativamente
dall’attivita di AKT, quindi ho analizzato nuovamente lo stato di fosforilazione di AKT,
ma nella condizione di digiuno. Come atteso, ho riscontrato un’aumentata fosforilazione
di AKT nei muscoli tibiali Col6a1™", che spiega la mancata induzione di Atrogin1 e
BNIP3. AKT ha un ruolo critico nella regolazione dell'autofagia, non solamente
attraverso la regolazione di BNIP3 ma anche perché agisce direttamente su mTOR.
L’inibizione di mTOR é funzionale all’induzione dell’autofagia in situazioni di mancanza
di nutrienti; inoltre mTOR agisce direttamente su una serie di fattori pro-autofagici
implicati nella formazione degli autofagosomi (Pattingre et al., 2005). La costante
attivazione di mTOR nei muscoli Col6a?™ & un'ulteriore spiegazione della mancata
attivazione dell’autofagia nei suoi stadi iniziali.
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E’ interessante notare come MurF1, un’ubiquitin ligasi regolata da AKT, sia
regolarmente trascritta nei muscoli Col6a1™". Questa osservazione pud essere spiegata
considerando che MurF1 & regolata, oltre che dai fattori FoxO, anche da un’altra via che
coinvolge NF-kB ed indipendente da AKT (Cai et al., 2004).

Alla luce di questi risultati, la situazione nei muscoli tibiali Col6a1~~ appare chiara.
L’autofagia € compromessa e non € indotta dalla privazione di nutrienti, in quanto AKT
persiste nella sua forma fosforilata e quindi attivo; cosi da un lato tale chinasi inibisce
FoxO3 e quindi la trascrizione di BNIP3, mentre dall’altro essa determina la costante
attivazione di mTOR, impedendo la formazione degli autofagosomi. Rimane ancora da
chiarire perché AKT rimanga fosforilato dopo il digiuno. L’attivita di AKT é regolata da
vari fattori, tra cui le fosfatasi PTEN e SHIP che bloccano il suo reclutamento alla
membrana e la fosfatasi PP2A che agisce direttamente sulle Thr e Ser fosforilate (Brazil
et al., 2002). Inoltre AKT puo essere legato da TRB3, una proteina in grado di interferire
con lo stato di fosforilazione di AKT, soprattutto in seguito al digiuno (Du et al., 2003). E’
necessaria un’analisi piu approfondita dei diversi fattori per chiarire la causa del
continuo stato d’attivazione di AKT nei muscoli Col6a1”". TRB3 sembra un buon
candidato, visto che é attivato nelle situazioni di digiuno (Du et al., 2003).

Anche se l'autofagia risulta completamente inibita nel muscolo tibiale Col6a1™",
essa lo & solo in parte nel diaframma Col6a1~". In questo muscolo, LC3 & parzialmente
lipidato e sono presenti, anche se molto raramente rispetto ai controlli, degli
autofagosomi. Dalle analisi biochimiche si & potuto dedurre che AKT & defosforilato,
quindi inattivo, e ci0 permette un apprezzabile aumento del fattore BNIP3 e
I'inattivazione di mTOR. Tuttavia, persistono ancora mitocondri e reticolo alterati come
dimostrato dalla microscopia elettronica. BNIP3 e mTOR non sono quindi sufficienti da
soli per attivare la macroautofagia: nei topi Col6a1”~ deve essere presente un’altra
anomalia nel processo autofagico. Considerando che il problema continua ad essere
nella formazione degli autofagosomi, il difetto potrebbe coinvolgere Beclin1 che fa
parte, con PI3K-Ill, UVRAG e AMBRA1, del complesso che regola la formazione degli
autofagosomi. Le analisi biochimiche hanno dimostrato che i livelli di Beclin1 sono
inferiori gia in condizioni fisiologiche nei diaframmi Col6a7™~ e dopo il digiuno si ha un
aumento solo parziale della proteina. Questo fatto & sufficiente per spiegare lo stato di
blocco dell’autofagia nei topi knockout e la parziale attivazione dopo il digiuno. Tuttavia,
€ doverosa una precisazione. Beclin1 possiede un dominio BH3 ed & in grado di
interagire con Bcl2 e BclX,. L'interazione di Beclin1 con i due fattori anti-apoptotici ne
determina il suo sequestro e quindi la sua inibizione (Pattingre et al., 2005). Non basta
quindi conoscere i livelli di Beclin1, ma & necessario sapere come questa interagisce
con Bcl2 e BelX,. Per il diaframma Col6a71~~ il quadro biochimico & apparso abbastanza
chiaro. A differenza di Beclin1, i due fattori Bcl2 e BclX, non variano né nella condizione
di controllo né dopo 24 ore di digiuno. Quindi € presente uno sbilanciamento a favore
dei fattori anti-autofagici che puo giustificare il blocco complessivo del processo.

L’interessante risultato di Beclin1 mi ha spinto a studiare questa proteina anche
nei muscoli tibiali, dove €& possibile estrarre facilmente anche 'RNA. Nei diaframmi,
infatti, 'RNA estratto non risulta di buona qualita; questo & probabilmente determinato
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dai tempi, troppo lunghi, di prelievo del diaframma e dal fatto che il muscolo, essendo
molto il piu affetto dalla patologia, risulta oltremodo alterato. Anche nel muscolo tibiale
Beclin1 ha un difetto proteico, in quanto nei topi Col6a1™" la proteina non aumenta di
livello in seguito al digiuno. La situazione & analoga a quella vista per il diaframma, se
non per il fatto che in questo caso sembra svolgere un ruolo diverso anche Bcl2, che
risulta notevolmente aumentato dopo il digiuno nei muscoli tibiali Co/6a7”~ ma non in
quelli selvatici. L'aumento di Bcl2 associato al deficit di Beclin1 € una buona
spiegazione per il blocco dell’autofagia, considerando anche le alterazioni di BNIP3 e
mTOR.

Rimangono tuttavia da chiarire alcuni aspetti inerenti Beclin1 e Bcl2. A differenza
di BNIP3, la trascrizione di Beclin1 non & indotta in seguito al digiuno, quindi 'aumento
del livello della proteina non correla con il trascritto. Fornire una spiegazione non é
molto semplice in quanto non & ancora chiaro quale o quali siano i meccanismi che
effettivamente regolano Beclin1. Gli studi in letteratura condotti su Beclin1 riguardano
prevalentemente I'ambito oncologico e la neuro-degenerazione, patologie in cui il
meccanismo autofagico sembra svolgere un ruolo importante. L'espressione di Beclin1
e stata studiata nei tumori in quanto € stato dimostrato che la sua aploinsufficienza &
responsabile dellinsorgenza di un vasto numero di neoplasie (Liang et al., 1999;
Karantza-Wadsworth et al., 2007; Miracco et al., 2007;). E’ stato dimostrato come la
regolazione trascrizionale di Beclin1 sia funzionale all’induzione dell’autofagia nelle
cellule neoplastiche; i pochi dati noti indicano che Beclin1 & regolato trascrizionalmente
da E2F e SP1, due fattori di trascrizione molto comuni (Yue et al., 2003; Scarlatti et al.,
2004). Anche gli studi sul sistema nervoso centrale hanno evidenziato come nelle zone
in cui & presente un danno, i neuroni attivano la trascrizione di Beclin1 favorendo il
processo autofagico che sembra avere una funzione protettiva (Diskin et al., 2005;
Erlich et al., 2006). Tuttavia, mancano ancora delle analisi approfondite del promotore
di Beclin1, cosi come non sono ancora stati indagati gli altri meccanismi cellulari che ne
regolano la sintesi e la degradazione proteica. Forse lo studio del processo autofagico
anche su altri modelli, che non siano strettamente collegati alle patologie neoplastiche,
potrebbe chiarire se Beclin1 & regolata a diversi stadi e non solo trascrizionalmente.
Fino ad ora l'attenzione si € concentrata nello studio della presenza di Beclin1 e delle
interazioni che questa proteina ha con gli altri fattori dell’autofagia, ma sono ancora
molto controversi e poco chiari i meccanismi che regolano i suoi livelli proteici.

Nel modello del topo privo di ColVI, sembra che per Beclin1 ci sia una regolazione
in senso negativo della proteina. Nella condizione di normale alimentazione per
entrambi i genotipi, e dopo il digiuno per gli animali Col6a1™", i bassi livelli di Beclin1
potrebbero essere determinati dalla degradazione della proteina in seguito ad
ubiquitinazione o dall'azione di un miRNA. Questo fattore pro-apoptotico e pro-
autofagico fa parte della via lisosomiale, quindi non & improbabile che possa essere
regolato anche a livello proteico come suggerito anche dalle nostre analisi.

Se la regolazione di Beclin1 rimane un quesito da chiarire, lo & in parte anche
I'elevato livello di Bcl2 nei muscoli tibiali dei topi Col6a1™~ dopo il digiuno. In questo
caso, a fronte di un aumento di proteina, € presente anche I'induzione del trascritto. In
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letteratura, per quanto riguarda la regolazione di Bcl2, sono presenti innumerevoli
esempi riguardanti I'induzione trascrizionale, la degradazione proteica e anche il blocco
della traduzione mediata dai miRNA (Matter e Ruoslahti, 2001; Kobayashi et al., 2006;
Perianayagam et al., 2006; Cimmino et al., 2005). Dai dati ottenuti finora nei topi
Col6a1”" non si pud escludere che, oltre allaumento della trascrizione, vi sia una
regolazione di Bcl2 a livello post-trascrizionale. Nel modello del topo knockout, piu che i
meccanismi di regolazione dei livelli di Bcl2, & interessante capire quale sia il motivo
dellaumento della proteina; i muscoli Col6a1™ sono gia in una situazione di blocco
dellautofagia, quindi appare inspiegabile un ulteriore aumento del fattore anti-
autofagico. Sembra che il tessuto muscolare attivi una sorta di protezione attuata da
Bcl2; va tuttavia considerato che Bcl2, oltre che un ruolo inibitorio nei confronti
dell’autofagia, svolge un ruolo protettivo importante ed ampiamente comprovato nei
confronti dell’apoptosi. L’aumento di Bcl2 a fronte dello stimolo autofagico € gia stato
descritto in uno studio in vitro su linee di glioma, resistenti all’anossia; le cellule tumorali
attivano la trascrizione di Bcl2 e BclX. per mantenere lintegrita mitocondriale,
aumentando cosi la loro oncogenicita (Hetschko et al., 2008).

Da un punto di vista biochimico, gli esperimenti effettuati hanno chiarito come il
blocco dell’autofagia sia effettivamente presente nei topi Col6a1”" e questo fatto possa
essere attribuito ad alterazioni in parte della via di AKT e in parte del fattore pro-
autofagico Beclin1.

Analizzando il fenotipo dei topi da un punto di vista funzionale, utilizzando come
saggi la reazione TUNEL e la depolarizzazione mitocondriale, & interessante notare
come nei topi selvatici, in seguito allinduzione dell’autofagia, vi siano degli evidenti
cambiamenti nell’incidenza di apoptosi e nel potenziale mitocondriale di membrana. In
entrambi i casi, € rilevabile un deciso peggioramento dei parametri, indice che, dopo 24
ore di digiuno, I'autofagia negli animali di controllo & sbilanciata verso una funzione pro-
apoptotica. Contrariamente, nei topi Col6a1”~ sia I'apoptosi che il potenziale
mitocondriale non variano dopo il digiuno. Nel muscolo tibiale dei topi Col6a1™",
'autofagia non appare stimolata da questa condizione di digiuno, quindi & atteso che
non ci siano variazioni nellincidenza dei nuclei apoptotici. Per quanto riguarda il
diaframma dei topi Col6a1™ dopo il digiuno per 24 ore, anche se una parziale
attivazione del processo autofagico € in atto, i livelli di apoptosi sono simili a quelli
osservati nella condizione di normale alimentazione. Anche il saggio TMRM eseguito su
fibre isolate dal muscolo FDB fornisce valori analoghi a quelli riscontrati per la
condizione fisiologica. Dopo 24 ore di digiuno, quindi, il fenotipo miopatico dei topi
Col6a1”~ non appare variato, presumibiimente perché non & variato in modo
significativo il quadro generale dell’autofagia.

Tuttavia, I'induzione di BNIP3, assieme all'attivazione di AMPK, nei muscoli
selvatici dopo il digiuno suggerisce che una certa alterazione del potenziale di
membrana sia necessaria per la rimozione dei mitocondri mediante mitofagia, come gia
riportato in diversi esperimenti effettuati in vitro (Rodriguez-Enriquez et al., 2004).

Il digiuno per 24 ore non ha quindi fornito indicazioni conclusive sul ruolo che
I'autofagia possa svolgere nei topi Col6a1™". Per questo motivo, ho deciso di stimolare
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ulteriormente il processo autofagico, prolungando il digiuno per 30 ore. Tale digiuno
prolungato rappresenta una situazione quasi estrema nei topi selvatici, in cui la
massiccia induzione dell’autofagia porta ad una evidente compromissione della normale
struttura e funzionalita del muscolo. Tuttavia, la condizione di digiuno prolungato per 30
ore ha fornito informazioni importanti per i topi Col6a1™, sia per quanto riguarda i
meccanismi coinvolti nel blocco del processo autofagico sia per come lo sblocco di
questa inibizione & in grado di portare ad un rapido e sorprendente recupero del
fenotipo miopatico. In condizioni di estesa privazione di cibo, infatti, 'autofagia viene
attivata anche nei muscoli dei topi Col6a1”"; LC3 & ora completamente lipidato nei
diaframmi e parzialmente nei tibiali. Sembra quindi che sia stato rimosso il blocco della
macroautofagia.

I livelli di BNIP3 e Beclin1, dopo il digiuno prolungato, sono maggiori rispetto sia
alla condizione fisiologica che al digiuno per 24 ore. |l comportamento di questi due
fattori appare diverso tra loro e molto interessante. BNIP3 & indotto nel muscolo tibiale e
allaumento del’lRNA corrisponde un proporzionale aumento della proteina, che perd
nei campioni Col6a7~~ non raggiunge mai i livelli dei controlli selvatici. Nel diaframma il
livello di BNIP3 & molto elevato e non ci sono differenze fra genotipo Col6a1™ e
selvatico, come gia osservato per le 24 ore di digiuno. Sempre considerando il
diaframma, Beclin1 aumenta molto e il suo livello nei campioni Col6a1™" non & inferiore
a quello dei controlli. Come per BNIP3, nel muscolo tibiale Col6a1~" il livello di Beclin1
aumenta rispetto alla condizione precedente ed & comparabile con quello dei topi
selvatici. Anche in questa situazione €& interessante notare come varia il trascritto di
Beclin1. Dopo 30 ore di digiuno, nei muscoli Col6a1~" il trascritto non & indotto, a fronte
di un aumento della proteina, esattamente come avveniva per i topi selvatici nella
condizione di 24 ore di digiuno. L'estensione del digiuno, invece, induce la trascrizione
di Beclin1 nei muscoli selvatici. Sembra quindi che Beclin1 sia regolata a diversi livelli.
In una prima fase d’'induzione dellautofagia & presente una regolazione post-
trascrizionale, che potrebbe riguardare il sistema dell’ubiquitina-proteasoma oppure il
blocco della traduzione. In un secondo momento, quando 'autofagia entra in uno stadio
piu avanzato, & presente anche un’induzione della trascrizione del gene. Rimane aperto
il quesito se questi sistemi siano esclusivi oppure se coesistano all'interno dello stesso
processo cellulare. Sulla base di queste osservazioni si pud ipotizzare che dopo 30 ore
di digiuno, i topi selvatici si trovino in una fase avanzata di autofagia, mentre i topi
knockout entrino nei primi passaggi del processo. Come in precedenza, € necessario
considerare il comportamento di Bcl2 e BclX.. Anche dopo il digiuno prolungato rimane
singolare 'aumento dei livelli proteici di Bcl2 nel muscolo tibiale, questo spiegherebbe
perche l'autofagia non & ancora completamente attivata. Il motivo di questo aumento,
con conseguente inibizione del processo autofagico, non & facile da spiegare, forse &
un effetto compensatorio per evitare che s’inneschi una spirale che porti alla
degradazione cellulare.

L’autofagia nei topi di controllo ha una funzione pro-apoptotica, che & ancor piu
evidente quando lo stimolo & prolungato, tanto da portare alla perdita della normale
organizzazione ultrastrutturale delle miofibre all'interno del muscolo scheletrico oltre che
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allaumento dell’apoptosi e della depolarizzazione mitocondriale. Nei topi Col6a1™", la
macroautofagia indotta dal digiuno prolungato ha invece una funzione opposta, in
quanto favorisce I'eliminazione degli organelli malfunzionanti. L’analisi ultrastrutturale
dimostra chiaramente come, dopo il digiuno per 30 ore, il diaframma dei topi Col6a1™"
sia ordinato e ben organizzato, le alterazioni a carico del reticolo e dei mitocondri sono
meno frequenti. Non solo la struttura del diaframma trae beneficio dall’autofagia:
'apoptosi risulta notevolmente diminuita, assestandosi a livelli normali e comparabili
con quelli osservati nei topi di controllo nutriti. Anche nelle miofibre del muscolo tibiale
c’@ una riduzione dell’incidenza di nuclei apoptotici, ma non come per diaframma.
Questo fatto & spiegabile se si osserva che nei due muscoli 'autofagia € attivata ad un
livello molto diverso, tanto che LC3 & solo parzialmente lipidato nel tibiale.

Il beneficio che il muscolo trae dalla rimozione dei mitocondri alterati &
apprezzabile anche dal miglioramento del potenziale mitocondriale dopo digiuno
prolungato. A tale proposito, € interessante notare come, in seguito ad attivazione
dell'autofagia, nelle fibre muscolari Col6a1”~ sembra siano rimossi per primi gli organelli
danneggiati, cosi da portare ad un miglioramento generale del fenotipo apoptotico e
contemporaneamente ad uno scompenso energetico minore, come indicato anche dallo
stato di attivazione di AMPK. Nei topi Col6a7™~ mantenuti in digiuno prolungato, infatti,
la fosforilazione della chinasi, seppur non presenta variazioni apprezzabili nel muscolo
tibiale, aumenta, anche se proporzionalmente di meno rispetto ai controlli, nel
diaframma. In questo modo, le fibre muscolari dei topi privi di ColVI sopperiscono alla
mancanza di nutrimento eliminando la causa prima della patologia. Gia nei controlli
selvatici si nota che la mitofagia & associata ad una disfunzione mitocondriale. Nel caso
dei muscoli Col6a1™~ i mitocondri alterati potrebbero essere eliminati per primi in modo
selettivo, cosi da comportare un miglioramento complessivo del fenotipo. In quale modo
il sistema autofagico sia in grado di riconoscere gli organelli alterati & ancora un punto
da chiarire. Studi in vitro hanno dimostrato come la proteina Uth1p sia funzionale
all’eliminazione selettiva dei mitocondri che la esprimono (Kissova et al., 2007). Ma
sono riportati anche studi che indirizzano la mitofagia selettiva verso quei mitocondri
che si presentano danneggiati e quindi soggetti alla perdita di potenziale di membrana
(Rodriguez-Enriquez et al., 2004; Kim et al., 2007). L’eliminazione selettiva potrebbe
essere facilitata nei muscoli knockout, in quanto € presente una disfunzione latente
associata alla perdita di potenziale mitocondriale. La perdita del potenziale non é
tuttavia sufficiente a spiegare I'eliminazione selettiva dei mitocondri, in quanto dopo il
digiuno per 24 ore non é ancora evidente 'eliminazione dei mitocondri alterati. La
spiegazione potrebbe essere I'espressione di BNIP3. E’ dimostrato come Nix (BNIP3L)
sia necessario per I'eliminazione dei mitocondri durante la maturazione degli eritrociti
(Sandoval et al., 2008; Scheewrs et al., 2007). Nix non & funzionale alla formazione
delle vescicole autofagiche, ma sembra avere un ruolo fondamentale nell’indirizzare i
mitocondri all’interno degli autofagosomi per I'eliminazione. La modalita con cui Nix sia
in grado di determinare I'eliminazione selettiva dei mitocondri sembra inoltre essere
associata alla sua capacita di legarsi ai mitocondri e di causare la perdita di potenziale
di membrana (Sandoval et al.,, 2008). La presenza di Nix e la perdita di potenziale
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sembrano quindi due requisiti indispensabili per la mitofagia. Nel caso dei topi Col6a1™"
, inizialmente & presente solo la perdita di potenziale (24 ore di digiuno), ma in seguito
allinduzione di BNIP3, dopo il digiuno prolungato, si assiste anche all’eliminazione dei
mitocondri. Questo fatto € in accordo con quanto gia riportato e rafforza I'ipotesi che |l
controllo di qualita dei mitocondri rappresenti un requisito fondamentale per mantenere
le fibre muscolari in salute.

Un discorso analogo puo essere fatto per il reticolo sarcoplasmatico: anche in
questo caso la disfunzione del reticolo € in grado di indirizzare selettivamente
'autofagia verso la reticolofagia (Yorimitsu T. e Klionsky D.J., 2007). Come per i
mitocondri, l'eliminazione del reticolo alterato, in seguito ad attivazione forzata
dell’autofagia, sembra funzionale alla sopravvivenza della fibra muscolare nei topi privi
di ColVI.

L’'induzione dell’autofagia, complessivamente, appare quindi in grado di portare al
miglioramento del fenotipo miopatico. Per avere un ulteriore conferma dell’effetto
benefico del processo autofagico nei topi Col6a?1”", ho deciso di utilizzare, oltre
allapproccio fisiologico, anche un approccio genetico, trasfettando in vivo i muscoli
tibiali di topi selvatici e knockout con un plasmide esprimente Beclin1, a cui &€ coniugata
la GFP. In questo modo, le fibre trasfettate possono essere evidenziate dalla
fluorescenza verde tipica della GFP, e quindi faciimente individuabili. In esperimenti
preliminari, ho potuto anzitutto confermare che le miofibre che esprimono Beclin1
sicuramente attivano l'autofagia, in quanto la co-trasfezione di due plasmidi che
esprimono Beclin1 (non coniugata) e LC3 (coniugato con YFP) ha evidenziato una serie
di spot fluorescenti nelle miofibre, indice che LC3 & associato alle vescicole. La
marcatura per TUNEL ha conferma che l'autofagia ha un ruolo protettivo, in quanto
nelle miofibre Col6a1™~ sovraesprimenti Beclin1 I'incidenza dell’apoptosi viene riportata
ai valori osservati nelle miofibre di topi selvatici. Questi esperimenti dimostrano inoltre
come il deficit di Beclin1 possa essere probabilmente la causa del blocco dell’autofagia,
in quanto I'espressione di Beclin1 & sufficiente per attivare il processo autofagico e
revertire il fenotipo. La trasfezione dei muscoli Col6a1”~ ha mostrato anche un altro
aspetto della patologia muscolare. | muscoli privi di ColVlI sono molto piu fragili
strutturalmente di quelli sani, in quanto la soluzione salina contenente il plasmide
diffonde all’'esterno subito dopo liniezione intramuscolo, cosi da comportare alla fine
una minor efficienza della trasfezione. Da un punto di vista fisiologico, la lassita delle
fibore & probabilmente la causa della presenza di una maggior quantita di infiltrati
inflammatori, che ho osservato nei muscoli knockout due settimane dopo la trasfezione,
rispetto ai corrispondenti muscoli selvatici. Questi aspetti di inflammazione, tuttavia, non
sembrano avere alterato in modo evidente lo stato di salute delle fibre muscolari.

Alla luce dei risultati ottenuti, si pud quindi concludere che i muscoli dei topi privi di
ColVI presentano un blocco dell’autofagia e che l'induzione del processo autofagico
svolge un ruolo protettivo nei confronti del fenotipo miopatico. Per questo motivo, dopo
induzione dellautofagia nei topi Col6a?1”~ in modo fisiologico, mediante digiuno
prolungato, o per via genetica, mediante sovraespressione di Beclin1, i muscoli
appaiono strutturalmente migliorati ed il fenotipo significativamente attenuato. | due
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principali elementi che sembrano determinare il blocco dell’autofagia sono Beclin1 e
BNIP3, cosi che i bassi livelli proteici dei due fattori pro-autofagici sembrano
responsabili del collegamento tra autofagia e apoptosi nei muscoli privi di ColVI.

La relazione fra autofagia ed apoptosi & stata ampiamente studiata in letteratura.
Studi d’inibizione dell’autofagia in vivo mediante inattivazione mirata dei geni Atg e di
Beclin1 hanno dimostrato come sia compromesso il normale sviluppo embrionale e sia
riscontrabile un notevole aumento dell’autofagia (Maiuri et al., 2007). In vitro, I'inibizione
dei principali geni responsabili dell’attivazione del processo autofagico comporta la
morte cellulare mediante apoptosi in situazioni di stress, come la privazione di nutrienti.
La morte cellulare avviene principalmente mediante due vie: I'incapacita di reperire i
substrati necessari per far fronte alle esigenze energetiche e I'impossibilita di eliminare
gli organelli danneggiati o gli agglomerati proteici anomali (Maiuri et al., 2007). La
stretta connessione tra blocco della macroautofagia e I'apoptosi & stata dimostrata, in
vitro, inibendo farmacologicamente i principali passaggi del processo. L'inibizione
dell’autofagia, mediante 3-Metil-Adenina (un inibitore della PI3K-Ill) o Bafilomicina A1
(inibitore delle H* ATPasi vacuolari) comporta la morte cellulare per apoptosi in seguito
a trattamenti in cui sono eliminati dal mezzo di coltura i fattori nutritivi (Boya et al.,
2005). Inoltre, esperimenti di deplezione di Beclin1, in vivo, su Caenorhabditis elegans
hanno dimostrato come durante lo sviluppo sia aumentata l'apoptosi caspasi-
dipendente e siano presenti un elevato numero di corpi apoptotici (Takacs-Vellai et al.,
2005).

Beclin1 & un fattore determinante per I'induzione dell’autofagia e allo stesso tempo
una proteina in grado di interagire con i fattori anti-apoptotici Bcl2 e BclX,, cosi che, nel
topo Col6a1™", sembra essere I'elemento di collegamento tra la mancanza di autofagia
e la via mitocondriale dell’apoptosi. Per quanto riguarda I'eliminazione specifica dei
mitocondri dannneggiati, va anche tenuta presente I'azione di BNIP3, che, come gia
riportato, ha un ruolo specifico nella mitofagia.

La miopatia legata all’assenza del ColVI rappresenta in assoluto il primo caso di
distrofia muscolare collegata ad un deficit dellautofagia e con difetto di Beclin1 e
BNIP3. Fino ad ora, in letteratura sono state descritte patologie muscolari associate ad
un’accumulo di vescicole autofagiche nel sarcolemma delle fibre e nessuna di queste
patologie € determinata dalla disfunzione di proteine coinvolte direttamente nella
regolazione del processo autofagico. La malattia di Pompe & caratterizzata da un deficit
funzionale dell’autofagia dovuto alla mancata fusione degli autofagosomi con i lisosomi.
Come risultato, i substrati autofagici, inclusi aggregati proteici ubiquitinati
potenzialmente tossici, si accumulano nelle miofibre cosi da creare profondi danni al
muscolo (Raben et al., 2008). La causa della patologia & stata individuata nella
mutazione dell’enzima alfa-glucosidasi acida (Fukuda et al., 2006; Raben et al., 2008).
La malattia di Pompe non €& l'unica patologia muscolare caratterizzata dal’accumulo di
vescicole autofagiche. La miopatia di Danon & una patologia muscolare X-linked dovuta
ad un eccesso di autofagia. Il difetto genetico & stato individuato in LAMP-2, una
proteina associata alla membrana dei lisosomi che ha un ruolo determinante nella
fusione delle membrane. | muscoli dei pazienti affetti sono caratterizzati dal’accumulo
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di vacuoli intracitoplasmatici (Nishino, 2003). Altre due patologie muscolari
caratterizzate dallaccumulo di vescicole autofagiche sono la miopatia X-linked
recessiva e la miopatia infantile con vacuoli autofagici (Kalimo et al., 1988; Yamamoto
et al., 2001). Le cause genetiche di queste due patologie non sono ancora chiare; in
entrambi i casi sono stati notati degli accumuli della proteina del complemento C5b-9
sopra la superficie delle fibre e lungo il sarcolemma (Nishino, 2003).

La mancanza di ColVI, nel modello murino, determina un deficit funzionale
dell’autofagia che comporta un blocco della formazione delle vescicole autofagiche. Nei
pazienti affetti da UCMD e da BM non sono mai stati ricercati né documentati accumuli
di vescicole autofagiche. Analisi biochimiche su biopsie muscolari di pazienti UCMD e
BM, che ho iniziato ad effettuare in conclusione di questo lavoro di tesi, sembrano
indicare che i livelli di Beclin1 sono fortemente diminuiti nei pazienti UCMD,
maggiormente affetti e con grave deficit di ColVI, e moderatamente diminuiti nei pazienti
BM, con patologia piu lieve e deficit solo parziale di ColVI. Ulteriori analisi piu
approfondite ed estese ad un maggior numero di pazienti saranno necessarie per
confermare se ed in quale modo i difetti genetici di ColVI nelle patologie umane
implichino un blocco dell’autofagia con difetto di Beclin1 e BNIP3, considerando che
nella UCMD é stata confermata l'alterazione dei mitocondri e I'apoptosi spontanea
presenti nel modello animale (Angelin et al., 2007).

Se il deficit dellautofagia non & stato finora particolarmente indagato nelle
patologie muscolari, esso al contrario ha riscontrato un ampio interesse nelle patologie
neuro-degenerative. Due modelli murini knockout per i geni autofagici Atgd e Atg7
hanno evidenziato un fenotipo neuro-degenerativo. | topi con inattivazione mirata del
gene Atg5 nel cervello presentano una progressiva perdita delle funzioni motorie che &
accompagnata dall’accumulo di corpi di inclusione nel citoplasma dei neuroni (Hara et
al., 2006). La perdita di Atg7 nel sistema nervoso centrale comporta invece disturbi del
comportamento, difficolta nella coordinazione dei movimenti e dei riflessi e successiva
morte entro le 28 settimane di vita. In questi animali € stata documentata una massiccia
perdita di neuroni nella corteccia cerebrale e del cervelletto; anche in questo caso nel
citosol dei neuroni sono presenti corpi d’inclusione, che aumentano di dimensione e
numero con l'eta (Komatsu et al., 2006). Questi lavori dimostrano come I'autofagia
costitutiva sia fondamentale per la rimozione di aggregati proteici nei neuroni che
altrimenti possono compromettere la loro funzionalita e vitalita, cosi da indurre una
progressiva neuro-degenerazione. Anche se non ci sono ancora delle precise evidenze
sperimentali, diverse patologie neuro-degenerative umane dovute alla presenza di corpi
d’inclusione e aggregati proteici, come il morbo di Parkinson, la corea di Huntington, la
sclerosi laterale amiotrofica e la malattia di Alzheimer, potrebbero avere una stretta
correlazione patogenetica con l'autofagia (Hara et al, 2006; Komatzu et al., 2006;
Sarkar e Rubinsztein, 2008).

Come in altre situazioni normali e patologiche, anche nelle patologie neuro-
degenerative il processo autofagico potrebbe avere una duplice funzione. Un deficit di
autofagia & potenzialmente responsabile dellaccumulo di proteine anomale e dannose,
ma la sua attivazione potrebbe essere funzionale alla rimozione degli stessi aggregati
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responsabili delle patologie. Proprio su questa ipotesi negli ultimi anni sono stati investiti
numerosi sforzi per isolare agenti farmacologici specifici per I'induzione dell’autofagia.
Numerosi studi legati alla patologia di Huntington, sia in vitro che in vivo su animali
modello come Drosophila e Danio, hanno portato all'identificazione di una serie di
composti in grado di stimolare I'autofagia attraverso delle vie mTOR dipendenti, come la
rapamicina, e mTOR indipendenti, influenzando I'attivita delle calpaine e di IP3 (Sarkar
e Rubinsztein, 2008; Williams et al., 2008). Lo studio dell’induzione dell’autofagia
attraverso la stimolazione della via dell'lP3 ha indicato il litio come un possibile farmaco
in grado di rallentare la progressione della sclerosi laterale amiotrofica, riducendo la
necrosi neuronale e favorendo la proliferazione dei motoneuroni (Sarkar et al., 2005;
Fornai et al., 2008a; Fornai et al., 2008b).

La ricerca sulle malattie neuro-degenerative € indirizzata all’aspetto protettivo nei
confronti della sopravvivenza cellulare da parte del processo autofagico. Tuttavia, studi
in ambito oncologico hanno rivalutato I'autofagia come meccanismo per indurre la morte
delle cellule tumorali. | farmaci denominati “BH3 mimetici” sono in grado di competere
con i fattori pro-apoptotici nel legame con Bcl2. In questo modo impediscono I'azione di
Bcl2 e favoriscono I'apoptosi attraverso la via mitocondriale (Labi et al., 2008). Tra
questi composti, la molecola ABT 737 € in grado di impedire il legame tra Beclin1 e
Bcl2, cosi da promuovere la morte cellulare attraverso il processo autofagico (Oltersdorf
et al., 2005; Labi et al. 2008). | farmaci “BH3 mimetici” sono stati studiati quasi
esclusivamente per la loro funzione pro-apoptotica e anti-tumorale. Recentemente pero
I'attenzione si & concentrata anche sulla loro possibile applicazione per l'induzione
dell’autofagia in patologie neuro-degenerative (Sandoval et al., 2008; Labi et al., 2008).

Alla luce dei risultati ottenuti in questo lavoro di tesi, l'utilizzo di composti e
molecole in grado di indurre 'autofagia rappresenta una prospettiva interessante per lo
sviluppo di approcci terapeutici nelle distrofie muscolari legate al ColVI. Se I'induzione
dell’autofagia mediante il digiuno reca beneficio ai muscoli scheletrici, & verosimile che
'induzione del medesimo processo per via farmacologica abbia gli stessi effetti. Ad
esempio, € stato dimostrato che linduzione della mitofagia mediante I'utilizzo della
molecola ABT-737 nei reticolociti Nix”~ porta alla rimozione dei mitocondri e alla
maturazione dei globuli rossi (Sandoval et al., 2008). | farmaci pro-autofagici potrebbero
effettivamente aprire una nuova prospettiva in funzione di una terapia per la UCMD e la
BM, tuttavia devono essere presi bene in considerazione anche gli aspetti negativi. La
mancata autofagia &€ dannosa in quanto non permette la rimozione degli organelli
danneggiati, ma l'eccesso della stimolazione nella direzione opposta & altrettanto
deleterio per la sopravvivenza cellulare. Farmaci come i “BH3 mimetici” che competono
con Bcl2 nel legame a Beclin1 necessitano di un accurato studio, in quanto il preciso
dosaggio & fondamentale per indirizzare I'autofagia verso la sua funzione protettiva e
non innescare un meccanismo di auto digestione irreversibile.

In conclusione, questo lavoro di tesi ha dimostrato che la mancata induzione di
un’autofagia basale nei topi knockout per il ColVI gioca un ruolo cruciale nello sviluppo
del fenotipo miopatico, associato ad apoptosi spontanea e disfunzione mitocondriale.
Questi risultati rappresentano il punto di partenza non solo per lo sviluppo di nuove
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terapie per stimolare il processo della macroautofagia nelle distrofie muscolari legate al
collagene VI, ma anche per investigare ulteriormente quali siano le relazioni tra
autofagia ed apoptosi nel muscolo.
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Figura 1. Alterazioni ultrastrutturali nei muscoli privi di ColVI

Immagini di microscopia elettronica di sezioni trasversali di diaframma
derivato da topo selvatico (a) e da topo Col6a71~" (b).

Il diaframma di topo selvatico (a) presenta una morfologia normale, con
mitocondri compatti e cristae addensate (riquadro).

Nel diaframma Col6a1~ (b), a basso ingrandimento si evidenzia la
presenza di alterazioni a carico dei del reticolo sarcoplasmatico (frecce) e
dei mitocondri. Il riquadro presenta un dettaglio a maggiore ingrandimento,
con mitocondrio di aspetto rigonfio e con alterazioni delle cristae.

Barra: 1 ym (A,B) o 100 nm (riquadro in A e B).






Figura 2. Apoptosi spontanea e disfunzione mitocondriale nelle fibre
muscolari Col6a1-".

a. Analisi del diaframma mediante saggio TUNEL. Sezioni trasversali di
diaframma di topi selvatici (WT) e Col6a1~~ (KO) sono state analizzate
mediante TUNEL in situ. Le miofibre dei topi Col6a1~~ presentano
numerosi nuclei TUNEL-positivi(frecce), assenti nelle fibre die topi selvatici.
La colorazione con Hoechst, che evidenzia tutti i nuclei, &€ mostrata al di
sotto delle corrispondenti immagini di TUNEL. Barra: 50 uym.

b. Quantizzazione dell’incidenza di nuclei apoptotici. L'istogramma riporta il
numero di nuclei TUNEL-positivi nelle fibre muscolari, ottenuto mediante
analisi di un ampio numero di sezioni di diaframma di topi selvatici (WT) e
Col6a1-- (KO) e normalizzato rispetto all'unita d’area. *: P<0.05 Col6a1~"
vs. selvatico.

c. Analisi della fluorescenza per TMRM in fibre muscolari ex vivo. Fibre
muscolari, isolate dal muscolo FDB di topi selvatici e Col6a71~-, sono state
incubate con TMRM ed analizzate mediante microscopia a fluorescenza
come descritto nella sezione ‘Materiali e Metodi’. | pannelli mostrano
esempi di fluorescenza per TMRM in fibre muscolari Col6a1~- all'inizio
del’esperimento (t=0), dopo 50 min di incubazione con oligomicina 6 uM
(Oligo, t=50), e alla fine dell’esperimento dopo addizione del protonoforo
FCCP 4 uM (FCCP).

d. Misura del potenziale mitocondriale di membrana (Ay,) e risposta
allincubazione con oligomicina. Le miofibre sono state isolate da muscolo
FDB, caricate con TMRM ed analizzate come descritto sopra. L'addizione
di oligomicina (Oligo) e del protonoforo (FCCP) & indicata dalle frecce. |
due pannelli riportano i valori di fluorescenza misurati in fibore muscolari
isolate rispettivamente da topi selvatici (WT) e Col6a1~ (KO). Ciascun
grafico riporta i valori di fluorescenza di una singola fibra misurati nel corso
dell’esperimento. | mitocondri dei topi Col6a71~~ presentano una maggiore
sensibilita alla presenza dell’oligomicina, evidenziata dal maggior numero di
fibore che mostrano dissipazione del Ay, rispetto al totale delle fibre
presenti. Il valore di Ay, nelle fibre allinizio dell’esperimento (t=0) &
considerato 100%. La linea grigia orizzontale rappresenta una soglia
arbitrariamente definita, in cui vengono considerate depolarizzanti le fibre
che, al momento dell’aggiunta del’lFCCP, presentano un valore di Ay,
inferiore al 90% di quello iniziale. Con questa soglia, nei topi selvatici si
osservano 2 fibre con mitocondri depolarizzati su 38 analizzate (5% del
totale), nei topi Col6a1- 11 fibre con mitocondri depolarizzati su 44
analizzate (39% del totale).
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Figura 3. Analisi proteica dei principali fattori implicati nell’apoptosi e
nell’autofagia

Analisi mediante western blotting di estratti proteici derivati da muscolo
diaframma di topi selvatici (WT) e Col6a1- (KO). Gli estratti proteici sono
stati preparati da diaframma di topi con opportuno genotipo, separati
mediante elettroforesi in gel di poliacrilammide in gradiente 4-12%, trasferiti
su membrana ed analizzati mediante incubazione con anticorpi specifici,
come descritto in ‘Materiali e Metodi’. L'incubazione con anticorpo diretto
contro la proteina GAPDH e stata utilizzata come controllo per normalizzare
la quantita proteica totale presente.

a. | fattori anti-apoptotici Bcl2, BcelX, e il fattore pro-apoptotico Bax sono
presenti a livelli simili fra topi selvatici e Col6a1~"-.

b. La quantita totale ed il grado di fosforilazione della chinasi AKT non
presentano variazione tra i due genotipi.

c. La fosforilazione della chinasi AMPK risulta aumentata nei muscoli
Col6a1--, mentre la quantita totale risulta invariata fra i due genotipi.

d. | muscoli Col6at1~ presentano una ridotta lipidazione del marcatore
autofagico LC3. La banda piu alta (LC-l) rappresenta la forma citosolica
inattiva, la banda inferiore (LC-Il) corrisponde alla forma lipidata, associata
alle membrane dell’autofagosoma.
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Figura 4. Analisi dell’induzione dell’autofagia nei muscoli scheletrici
dopo digiuno per 24 ore

a. Quantificazione dei trascritti per i geni Atrogin1, MuRF1e BNIP3
mediante Real Time PCR (RT-PCR). L'RNA é stato estratto da muscoli
tibiali di topi selvatici (WT) e Col6a1~~ (KO) e sottoposto ad analisi con RT-
PCR, come descritto in ‘Materiali e Metodi'. | livelli di induzione del trascritto
sono calcolati rispetto ad un controllo interno (GAPDH). Nella condizione
basale di controllo (topi nutriti), non sono presenti variazioni fra topi
knockout e topi selvatici nei livelli di espressione di Atrogin1, MuRF1 e
BNIP3. Dopo 24 ore di digiuno, la trascrizione di Atrogin1 e di BNIP3 &
aumentata in modo significativo nei topi selvatici, ma non in quelli Col6a1-"-.
La trascrizione di MuRF1 appare invece significativamente aumentata in
entrambi i genotipi. *: P<0.001 vs. corrispondente genotipo in condizione di
controllo (topi nutriti).

b. Analisi mediante western blotting della lipidazione di LC3 e dei livelli
proteici di BNIP3 nel diaframma di topi selvatici (WT) e Col6a1~- (KO). La
quantita di LC3-I (banda superiore) &€ diminuita e convertita in LC3-Il (banda
inferiore) in condizioni di attivazione dell’autofagia. Dopo digiuno per 24 ore,
la lipidazione avviene per entrambi i genotipi ma in modo meno evidente
per i topi Col6a1--. La quantita della proteina Bnip3 & notevolmente
aumentata dopo digiuno sia nei topi selvatici che nei topi Col6a1-. La
proteina GAPDH ¢& stata utilizzata come controllo per normalizzare la
quantita proteica totale analizzata.

c. Analisi mediante western blotting della lipidazione di LC3 e dei livelli
proteici di BNIP3 nel muscolo tibiale di topi selvatici (WT) e Col6a1-" (KO).
Dopo digiuno, la forma lipidata di LC3 (LC-Il) & notevolmente aumentata nei
campioni selvatici ma € quasi completamente assente nei corrispondenti
campioni Col6a1~~. | livelli proteici di Bnip3 rispecchiano i risultati ottenuti
mediante RT-PCR: i livelli della proteina risultano aumentati nei campioni
selvatici, mentre non lo sono nei muscoli Col6a1~-. La proteina GAPDH é
stata utilizzata come controllo per normalizzare la quantita proteica totale
analizzata.

d. Valutazione dell'attivazione dellautofagia mediante trasfezione del
muscolo tibiale con LC3-YFP. Il muscolo tibiale di topi selvatici (WT) e
Col6a17~ (KO) é stato trasfettato con un plasmide che esprime LC3
coniugata a YFP ed analizzato mediante microscopia a fluorescenza come
descritto in ‘Materiali e Metodi’. | pannelli presentano delle immagini
esemplificative di sezioni trasversali di muscolo tibiale trasfettato di topi dei
due genotipi ed in diverse condizioni (topi nutriti come controllo e topi a
digiuno per 24 ore). In condizioni di controllo non ¢é visibile, per entrambi i
genotipi, la tipica puntinatura indice della presenza di vescicole autofagiche.
Dopo 24 ore di digiuno, nei topi selvatici sono ben visibili gli spot
fluorescenti determinati dall’accumulo di LC3 nelle vescicole autofagiche;
per i topi Col6a1~, la fluorescenza permane diffusa e non sono visibili
vescicole autofagiche nelle fibre trasfettate. Barra: 50um.
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Figura 5. Stato di fosforilazione di AKT e AMPK dopo digiuno per 24
ore.

a. Analisi di AKT, AMPK e dei loro substrati mediante western blotting su
diaframmi di topi selvatici (WT) e Col6a71-~ (KO), mantenuti in condizioni di
controllo o in digiuno per 24 ore. Lo stato di fosforilazione di AMPK aumenta
dopo il digiuno, indice di uno stato di stress energetico; 'aumento della
fosforilazione in seguito al digiuno appare molto minore nei diaframmi
Col6a1~-. Il diverso comportamento della chinasi nei due genotipi &
confermato dal livello di fosforilazione di ACC, un target diretto di AMPK.
ACC ¢ notevolmente fosforilato nei topi Col6a1~~ gia in condizioni normali e
risulta meno fosforilato dopo il digiuno. Nei diaframmi selvatici invece la
fosforilazione di ACC segue I'attivazione di AMPK. AKT risulta sensibilmente
defosforilata in seguito al digiuno in entrambi i genotipi analizzati; il
diaframma di topi Col6a1~-sembra avere un livello di fosforilazione di poco
superiore rispetto ai controlli selvatici. La diminuzione dell’attivazione di AKT
si ripercuote anche su mTOR, come dimostrato dal minor stato di
fosforilazione di 4EBP1.

b. Analisi di AKT, AMPK e dei loro substrati mediante western blotting su
muscoli tibiale di topi selvatici (WT) e Col6a1~~ (KO), mantenuti in condizioni
di controllo o in digiuno per 24 ore. Nei topi Col6a1-, AMPK e ACC hanno
un comportamento analogo a quello riscontrato per i diaframmi; 'aumento
della fosforilazione di AMPK & poco evidente e la fosforilazione di ACC &
invece leggermente diminuita. Nei muscoli di controllo invece & evidente un
notevole aumento dell'attivita di AMPK e della fosforilazione di ACC in
seguito al digiuno.  AKT, nei muscoli Col6a71~-, non subisce alcuna
significativa variazione nel suo stato di fosforilazione dopo il digiuno.
L'attivita di AKT si ripercuote anche sulla via di mTOR, come dimostrato
dalla permanente fosforilazione di 4EBP1 dopo in digiuno. Differentemente,
nei muscoli selvatici AKT & quasi completamente defosforilata dopo 24 ore
di digiuno; questo influenza mTOR, come risulta dall’analisi di 4EBP1 che &
fortemente defosforilato.

Nota: lo stato di fosforilazione influenza la motilita elettroforetica di 4EBP1,
cosi che la proteina fosforilata migra ad un peso molecolare piu elevato. La
motilita elettroforetica di 4EBP1 & quindi un’ulteriore conferma dello stato di
attivazione della proteina.
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Figura 6. Analisi dei livelli del fattore pro-autofagico Beclin1 e di alcuni
fattori anti- e pro-apoptotici dopo digiuno per 24 ore.

a. Analisi mediante western blotting dei livelli proteici di Beclin1, Bcl2, BelX,
e Bax nel diaframma di topi selvatici (WT) e Col6a71~- (KO), mantenuti in
condizioni di controllo o in digiuno per 24 ore. Nei diaframmi Col6a1~ si
osserva una quantita minore del fattore pro-autofagico Beclin1 gia in
condizioni fisiologiche normali. Dopo il periodo di digiuno, la quantita di
Beclin1 aumenta, ma tale aumento appare minore nei diaframmi Col6a71—"-. |
fattori anti-autofagici Bcl2 e BclX, non sembrano subire variazioni in termini
proteici, cosi come il fattore pro-apoptotico Bax. La proteina GAPDH ¢ stata
utilizzata come controllo per normalizzare la quantita proteica totale
analizzata.

b. Analisi mediante western blotting dei livelli proteici di Beclin1, Bcl2, BelX,
e Bax nel muscolo tibiale di topi selvatici (WT) e Col6a71~- (KO), mantenuti
in condizioni di controllo o in digiuno per 24 ore. In condizioni normali di
alimentazione, Beclin1 non presenta differenze evidenti tra i due genotipi. Il
digiuno comporta un marcato aumento della proteina nei muscoli selvatici,
ma non in quelli Col6a1~-. Dopo il digiuno, la proteina Bcl2 risulta
particolarmente presente nei muscoli Col6a71-- mentre appare invariata nei
muscoli selvatici. BclX, e Bax non subiscono variazioni di rilievo.

c. Quantizzazione dei trascritti per i geni Bcl2 e Beclin1 mediante mediante
RT-PCR. L'RNA ¢ stato estratto da muscoli tibiali di topi selvatici (WT) e
Col6a1- (KO) e sottoposto ad analisi con RT-PCR, come descritto in
‘Materiali e Metodi’. | livelli di induzione del trascritto sono calcolati rispetto
ad un controllo interno (GAPDH). Non si osservano variazioni significative
dei livelli di trascritti per Beclin1 tra i genotipi, sia in condizione basali sia
dopo il digiuno. Il trascritto di Bcl2 &€ aumentato nei tibiali Co/6a71~~ dopo il
digiuno, tuttavia questo aumento non risulta significativo in termini statistici.
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Figura 7. Analisi dell’induzione dell’autofagia nei muscoli scheletrici
dopo digiuno prolungato per 30 ore.

a. Analisi mediante Real time RT-PCR dei trascritti per i geni Atrogin1,
MuRF1e BNIP3. L'RNA é stato estratto da muscoli tibiali di topi selvatici
(WT) e Col6a1~- (KO) e sottoposto ad analisi con Real time RT-PCR, come
descritto in ‘Materiali e Metodi’. | livelli di induzione del trascritto sono
calcolati rispetto ad un controllo interno (GAPDH). Il digiuno prolungato
induce la trascrizione di Atrogin1 e MuRF1 nei tibiali dei topi selvatici e dei
topi Col6a1~-. Per entrambi i geni, linduzione, seppure significativa, &
nettamente inferiore nei muscoli Col6a1~~. Anche la trascrizione di BNIP3
risulta indotta dopo digiuno in entrambi i genotipi, ma sempre ad un livello
inferiore nei muscoli Col6a1~~ rispetto a quelli selvatici. *: P<0.001 vs.
corrispondente genotipo in condizione di controllo (topi nutriti).

b. Analisi mediante western blotting della lipidazione di LC3 e dei livelli
proteici di BNIP3 nel diaframma di topi selvatici (WT) e Col6a1~~ (KO),
mantenuti in condizioni di controllo o in digiuno per 30 ore. La forma
citosolica (LC3-I, banda superiore) & interamente convertita nella forma
lipidata (LC3-Il, banda inferiore) in seguito al digiuno prolungato in entrambi i
genotipi. | livelli proteici di BNIP3 risultano notevolmente aumentati dopo |l
digiuno prolungato sia nei diaframmi selvatici che in quelli Col6a1~-. La
proteina GAPDH & stata utilizzata come controllo per normalizzare la
quantita proteica totale.

c. Analisi mediante western blotting della lipidazione di LC3 e dei livelli
proteici di BNIP3 nel muscolo tibiale di topi selvatici (WT) e Col6a1~- (KO),
mantenuti in condizioni di controllo o in digiuno per 30 ore. Dopo digiuno
prolungato, LC3 presenta una lieve lipidazione nei muscoli tibiali Col6a1~",
indice che il processo autofagico si & parzialmente attivato. Nei muscoli
tibiali selvatici invece la forma di LC3 prevalente dopo digiuno prolungato &
quella lipidata. | livelli proteici di BNIP3 sono aumentati dopo il digiuno
prolungato nei muscoli tibiali selvatici ed in misura minore anche in quelli
Col6a1-".

d. Analisi della presenza di vescicolazione nelle fibre di muscoli tibiali dopo
trasfezione con LC3-YFP e digiuno per 30 ore. Il muscolo tibiale di topi
selvatici (WT) e Col6a1~- (KO) & stato trasfettato con un plasmide che
esprime LC3 coniugata a YFP ed analizzato mediante microscopia a
fluorescenza come descritto in ‘Materiali e Metodi’. Nelle sezioni trasversali
dei muscoli Col6a1~ sono visibili alcuni spot fluorescenti (frecce), segno
della presenza di vescicole e di attivazione dell’autofagia. Nelle fibre
selvatiche, il numero di spot fluorescenti nelle fibre trasfettate risulta molto
piu alto. Barra: 50um.
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Figura 8. Stato di fosforilazione di AKT e AMPK dopo digiuno
prolungato per 30 ore.

a. Analisi di AMPK, AKT e dei loro substrati mediante western blotting su
diaframmi di topi selvatici (WT) e Col6a1~~ (KO), mantenuti in condizioni di
controllo o in digiuno per 30 ore. AMPK aumenta il suo stato di fosforilazione
dopo il digiuno prolungato, ma 'aumento della fosforilazione &€ minore nei
diaframmi Col6a1~-. Il diverso comportamento della chinasi nel diaframma
Col6a1~- & confermato dal livello di fosforilazione di ACC, che non & molto
diverso dalla condizione fisiologica normale. Nei topi selvatici invece la
forma fosforilatadi ACC & piu marcata rispetto allo stato fisiologico di
nutrizione. AKT & fortemente defosforilata in seguito al digiuno prolungato in
entrambi i genotipi. La diminuzione dell’attivazione di AKT si riflette anche
su mTOR, come dimostrato dal minor stato di fosforilazione (e mobilita
elettroforetica) di 4EBP1.

b. Analisi di AMPK, AKT e dei loro substrati mediante western blotting su
muscolo tibiale di topi selvatici (WT) e Col6a1~ (KO), mantenuti in
condizioni di controllo o in digiuno per 30 ore. Nei muscoli tibiali Col6a1~
AMPK e ACC non aumentano il loro stato di fosforilazione dopo il digiuno
prolungato. Differentemente, nei muscoli selvatici &€ evidente un notevole
aumento dell’attivita di AMPK e della fosforilazione di ACC in seguito al
digiuno. AKT, nei muscoli Col6a1~-, non subisca forti variazione del suo
stato di attivazione dopo il digiuno. Lo stesso avviene per mTOR, come
dimostrato dalla fosforilazione di 4EBP1. Nel muscolo tibiale selvatico, AKT
e defosforilata rispetto alla situazione basale, ma in modo minore rispetto al
digiuno di 24 ore. Lo stesso effetto si osserva nel muscolo tibiale selvatico
anche per 4EBP1.
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Figura 9. Analisi dei livelli del fattore pro-autofagico Beclin1 e di alcuni
fattori anti- e pro-apoptotici dopo digiuno prolungato per 30 ore.

a. Analisi mediante western blotting dei livelli proteici di Beclin1, Bcl2, BelX,
e Bax nel diaframma di topi selvatici (WT) e Col6a1~~ (KO), mantenuti in
condizioni di controllo o in digiuno per 30 ore. | livelli di Beclin1 sono molto
aumentati dopo il digiuno prolungato, sia nei campioni selvatici che in quelli
Col6a1=-. In termini relativi, 'aumento € piu evidente nei diaframmi
Col6a1~-. Bcl2 risulta di poco aumentato nei diaframmi Col6a71~~ mentre
BcelX, non e variato. |l livello di Bax appare leggermente superiore in
entrambi i genotipi dopo il digiuno prolungato. La proteina GAPDH é stata
utilizzata come controllo per normalizzare la quantita proteica totale
analizzata.

b. Analisi mediante western blotting dei livelli proteici di Beclin1, Bcl2, BelX|
e Bax nel muscolo tibiale di topi selvatici (WT) e Col6a1~- (KO), mantenuti
in condizioni di controllo o in digiuno per 30 ore. Il digiuno prolungato
comporta un aumento di Beclin1 nei muscoli tibiali Col6a1~-. Rispetto ai
muscoli selvatici, la quantita di Beclin1 resta comunque inferiore (visibile a
bassa esposizione). La proteina Bcl2 risulta particolarmente aumentata nei
muscoli Col6a1~ dopo il digiuno prolungato, mentre & invariata nei muscoli
selvatici. BclX, e Bax non evidenziano variazioni dopo il digiuno prolungato.

c. Quantizzazione dei trascritti per i geni Bcl2 e Beclin1 mediante mediante
RT-PCR. L'RNA & stato estratto da muscoli tibiali di topi selvatici (WT) e
Col6a1-- (KO) e sottoposto ad analisi con RT-PCR, come descritto in
‘Materiali e Metodi'. | livelli di induzione del trascritto sono calcolati rispetto
ad un controllo interno (GAPDH). Dopo 30 ore di digiuno, non si evidenzia
un aumento significativo del trascritto per Beclin1 nei muscoli Col6a1~"-. |l
livelli del trascritto per Beclin1 risultano invece significativamente aumentati
nei muscoli selvatici. Il trascritto di Bcl2 appare aumentato nei tibiali
Col6a1~~ dopo il digiuno prolungato, tuttavia questo aumento non é
significativo in termini statistici. *: P<0.001 vs. corrispondente genotipo in
condizione di controllo (topi nutriti).
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Figura 10. Analisi ultrastrutturale dei muscoli di topi selvatici e
Col6a1-- dopo digiuno per 24 ore

Immagini di microscopia elettronica di sezioni trasversali di diaframma
derivato da topi selvatici (a-c) e da topi Col6a71~~ (d-f), dopo digiuno per 24
ore.

a. Le fibre del diaframma dei topi selvatici mostrano alcune alterazioni nella
morfologia degli organelli, con presenza di vescicole autofagiche (freccia
nera) e di autofago-lisosomi in avanzato stadio di digestione (freccia
bianca). Barra 0,5 um.

b. Dettaglio di sezione da topo selvatico, con organelli (mitocondri e reticolo
sarcoplasmatico) avvolti da una doppia membrana, caratteristica di
vescicole autofagiche in formazione. Barra 100 nm.

c. Dettaglio di di sezione da topo selvatico, con un mitocondrio avvolto da
membrane autofagiche. Barra 100 nm.

d. Le fibre del diaframma dei topi Col6a1~~ continuano a presentare le
tipiche alterazioni a carico del reticolo (sr) e dei mitocondri (mit). Barra 1 um.

e. Nei diaframmi Col6a71~ non sono rilevabili, se non in casi isolati, figure
autofagiche con organelli avvolti da doppia membrana (freccia). Barra 0,5
um.

f. Nelle fibre dei diaframmi Col6a1-- & frequente la presenza di accumuli di
lipofuscine (asterischi). Barra 0,5 um.
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Figura 11. Analisi ultrastrutturale dei muscoli di topi selvatici e
Col6a1-- dopo digiuno prolungato per 30 ore

Immagini di microscopia elettronica di sezioni trasversali di diaframma
derivato da topi selvatici (a-c) e da topi Col6a1~ (d-f), dopo digiuno per 30
ore.

a. Le sezioni trasversali mostrano come il diaframma selvatico presenti
alterazioni nellorganizzazione delle fibre muscolari. |l  reticolo
sarcoplasmatico € dilatato (freccia), alcuni mitocondri (mit) appaiono
alterati e sono presenti numerose vescicole autofagiche e autofago-
lisosomi. Barra 0,5 um.

b. Dettaglio di sezione da topo selvatico, con lisosomi secondari e
autofago-lisosomi. Barra 0,5 um.

c. Dettaglio di sezione da topo selvatico, con mitocondri avvolti da doppia
membrana (freccia). Barra 0,5 um.

d. Dopo 30 ore di digiuno, le fibre del diaframma dei topi Col6a1~-
mostrano un marcato recupero delle alterazioni, e la morfologia del
muscolo appare normale. Le anomalie a carico del reticolo sono molto
meno evidenti e anche il numero di mitocondri alterati &€ diminuito. Barra 1
um.

e-f. Nelle fibre dei diaframmi Col6a1--, gran parte dei mitocondri ha ora
una morfologia normale con cristae ben organizzate. Sono ancora presenti
alcuni mitocondri alterati o elettrondensi (freccia). Barra 0,5 um.

g. Nelle fibre Col6a1-~ sono spesso visibili mitocondri all'interno di
vescicole autofagiche (freccia). Barra 0,5 um.

h. Nelle fibore Col6a1~~ sono molto frequenti gli accumuli di lipofuscine
(asterischi). Barra 0,5 um.
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Figura 12. Variazione dell’incidenza di nuclei TUNEL positivi dopo il
digiuno.

a. Marcatura con TUNEL dei diaframmi di topi selvatici (WT) e Col6a1-"
(KO) dopo un periodo di digiuno di 24 o di 30 ore. Sezioni trasversali di
diaframma di topi selvatici e Col6a1~~ sono state analizzate mediante
TUNEL in situ. La corrispondente colorazione dei nuclei con Hoechst é
riportata al di sotto di ogni immagine del saggio TUNEL. Dopo 24 ore di
digiuno, sono visibili nuclei TUNEL-positivi (frecce) anche nei diaframmi
selvatici, ma sempre in quantita inferiore rispetto ai diaframmi Col6a1-"-.
Dopo 30 ore di digiuno, i nuclei TUNEL-positivi sono ancora visibili nei
diaframmi selvatiche, mentre nelle fibre Col6a1- risultano molto diminuiti.
Barra: 50 um.

b. Quantificazione dell’incidenza dell’apoptosi nei diaframmi nelle due
condizioni di digiuno. Listogramma riporta il numero di nuclei TUNEL-
positivi misurato nelle sezioni di diaframma di topi selvatici (WT) e Col6a1~-
(KO) e normalizzato rispetto all'unita d’area delle sezioni istologiche.
*P<0.05 vs. WT nutrito. **P<0.05 vs. KO nutrito e vs. KO digiuno 24 ore.
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Figura 13. Variazione del potenziale mitocondriale di membrana (Ay,,)
dopo il digiuno.

Le fibre muscolari sono state isolate da muscolo FDB di topi selvatici (WT)
e Col6a1~- (KO), mantenuti in digiuno per 24 ore o per 30 ore. Le fibre
sono state caricate con TMRM ed analizzate come descritto in ‘Materiali e
Metodi’. Dove indicato, sono stati aggiunti oligomicina 6 yM (Oligo) e il
protonoforo 4 uM (FCCP). In ciascun pannello, ogni grafico riporta i valori di
fluorescenza di una singola fibra misurati nel corso dell’esperimento. Il
valore di Ay, nelle fibre all'inizio dell’esperimento (t=0) & considerato 100%.
La linea grigia orizzontale rappresenta una soglia arbitrariamente definita, in
cui vengono considerati depolarizzanti i mitocondri che, al momento
dell’aggiunta del’lFCCP, presentano un valore di Ay, inferiore al 90% di
quello iniziale.

a. | mitocondri dei topi Col6a71~ presentano un’uguale sensibilita alla
presenza dell’'oligomicina dopo il digiuno per 24 ore, evidenziata dalla
percentuale di fibre con mitocondri depolarizzanti rispetto alla condizione in
cui i topi sono regolarmente nutriti. | topi selvatici presentano un aumento
significativo di fibre con depolarizzazione mitocondriale in seguito
all'aggiunta di oligomicina. Nei topi selvatici: 11 fibre depolarizzate su 44
analizzate, 25%; nei topi Col6a1~-: 8 fibre depolarizzate su 22 analizzate,
36%.

b. Dopo 30 ore di digiuno, la percentuale delle fibre Col6a1~- sensibili alla
presenza di oligomicina risulta molto inferiore sia rispetto alla condizione di
digiuno per 24 ore sia rispetto alla situazione normale di alimentazione. |
topi selvatici presentano una percentuale di fibre con mitocondri
depolarizzanti simile a quella riscontrata dopo 24 ore di digiuno. Nei topi
selvatici: 16 fibre depolarizzate su 77 analizzate, 23%; nei Col6a1~-: 9 fibre
depolarizzate su 55 analizzate, 16%.
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Figura 14. Analisi dell’incidenza dell’apoptosi in muscoli tibiali in
condizioni normali e dopo digiuno.

a. Marcatura con TUNEL di sezioni trasversali di muscoli tibiali dei topi
selvatici (WT) e Col6a1~-(KO). La corrispondente colorazione dei nuclei con
Hoechst & riportata al di sotto di ogni immagine del saggio TUNEL. | muscoli
tibiali dei topi Col6a1~~ presentano un maggior numero di nuclei TUNEL-
positivi (frecce), rispetto ai controlli selvatici. Barra: 50 um.

b. Quantizzazione dell'incidenza dell’apoptosi. Il numero di nuclei TUNEL-
positivi & stato calcolato mediante analisi di un ampio numero di sezioni di
muscolo tibiale di topi selvatici (WT) e Col6a1~~ (KO) e normalizzato rispetto
all'unita d’area delle sezioni. * P<0.05 vs. WT.

c. Quantificazione dell’incidenza dell’apoptosi in muscoli tibiali di topi (WT) e
Col6a1-- (KO) mantenuti in condizioni normali di nutrizione, dopo digiuno per
24 ore e dopo digiuno per 30 ore. Il numero di nuclei TUNEL-positivi &
normalizzato rispetto all’'unita d’area delle sezioni istologiche. *P<0.05 vs. WT
nutrito; **P<0.05 vs. KO nutrito.
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Figura 15. Trasfezione del muscolo tibiale con Beclin1 e LC3-YFP

Muscoli tibiali di topi selvatici (WT) e di topi Col6a1~~ (KO) sono stati co-
trasfettate con due plasmidi, uno contenente Beclin1 e I'altro LC3 coniugato
con YFP. | pannelli mostrano sezione trasversale di muscolo tibiale di topi
selvatici (a, ¢) e Col6a1”~ (b, d), analizzate mediante microscopia a
fluorescenza dopo 15 giorni dalla trasfezione. Le fibre che trascrivono e
traducono i due plasmidi appaiono verdi, in quanto LC3 & coniugato con YFP.
Barra: 50 um.

Nei due dettagli (c, d) si pud notare all’'interno delle fibre trasfettate, sia per i
topi selvatici che per quelli Col6a1~-, la classica puntinatura tipica delle fibre
in cui e attiva l'autofagia. Poiché in questo esperimento i topi sono
normalmente nutriti, I'autofagia in queste fibre € causata dall’espressione
forzata di Beclin1.
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Figura 16. Recupero dell’apoptosi nel muscolo tibiale Col6a1~ dopo
trasfezione con Beclin1-GFP.

Il muscolo tibiale di topi Col6a71~- & stato trasfettato con un plasmide che
esprime Beclin1 coniugata con GFP. Dopo 15 giorni dalla trasfezione, sono
state allestite sezioni trasversali dei muscoli tibiali, sottoposte ad analisi
mediante microscopia a fluorescenza e marcate per TUNEL. L’analisi dopo
marcatura per TUNEL é stata effettuata facendo una distinzione tra fibre
trasfettate (GFP-positive) e fibre non trasfettate.

a,b. Analisi mediante microscopia a fluorescenza. In seguito al saggio
TUNEL, viene persa la fluorescenza per la GFP (b), quindi prima di
procedere con la reazione per TUNEL sono state acquisite delle foto
panoramiche delle fibre muscolari, per poter in seguito identificare le fibre
che esprimono la proteina Beclin1 (a). In a € mostrato un’esempio di
immagine panoramica della sezione a basso ingrandimento (10x) prima
della reazione TUNEL; il riquadro rosso rappresenta un’area con fibre
transfettate. In b & mostrato a maggiore ingrandimento (20x) l'area
riquadrata in a, dopo reazione per TUNEL. Le fibre transfettate, non piu
evidenti, sono indicate con gli asterischi.

c. Analisi in microscopia ottica dopo marcatura per TUNEL test. L'area
corrisponde alla stessa mostrata nel pannello b. Le fibre transfettate, non piu
evidenti, sono indicate con gli asterischi. La corrispondente colorazione dei
nuclei con Hoechst & riportata al di sotto dellimmagine per TUNEL. La
freccia indica un nucleo TUNEL-positivo in una fibra non transfettata.

d. Quantificazione dell'incidenza dell’apoptosi in muscoli tibiali di topi (WT) e
Col6a1~- (KO), dopo 15 giorni dalla trasfezione con Beclin1-GFP. Il numero
di nuclei TUNEL-positivi & normalizzato rispetto all’'unita d’area delle sezioni.
Le fibre Col6a1~- trasfettate hanno un numero di nuclei TUNEL-positivi
significativamente inferiore alle fibre non trasfettate e paragonabile a quello
delle fibre dei topi selvatici. La trasfezione non influenza I'apoptosi nei
muscoli dei topi selvatici. * P<0.05 fibre Col6a71~- non trasfettate rispetto a
fibre Col6a1~-trasfettate.
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Figura 17. Diminuzione del quantita di Beclin1 nei muscoli dei pazienti
affetti da UCMD e BM.

Analisi mediante western blotting di estratti proteici ottenuti da biopsie di
muscolo tibiale di due pazienti affetti da UCMD (P1 e P2), di due pazienti
affetti da BM (P3 e P4) e di due controlli non affetti (C1 e C2).

Nei due pazienti UCMD, la quantita di Beclin1 & nettamente inferiore rispetto
ai livelli delle biopsie di controllo, mentre per i pazienti BM (P3 e P4) é
presente una parziale riduzione della proteina.

La proteina LC3 non presenta variazioni di rilievo per quanto riguarda il suo
stato di lipidazione. E’ comunque rilevabile una notevole diminuzione della
quantita totale di LC3 nei pazienti P1, P2 e P4.

L'incubazione con anticorpo diretto contro la proteina muscolare troponina T

e stata utilizzata come controllo per normalizzare i risultati rispetto
all’effettiva quantita di tessuto muscolare presente in ciascuna biopsia.
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