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RIASSUNTO

Le mutazioni dei geni che codificano per le sukbaudil collagene VI sono una delle cause
delle patologie muscolari ereditarie umane che anifastano come la Miopatia di
Bethlem (BM), la Distrofia Muscolare Congenita dilrigh (UCMD) e la Miosclerosi
Congenita (CM). Basandosi sull'alto grado di eterogjta e di parziale sovrapposizione tra
di loro, e stato proposto che questi disordini possrappresentare un “continuum” clinico
piuttosto che entita strettamente separate, e cphessa essere un piu ampio spettro di
disordini connessi al collagene VI. Nonostanteaingli progressi nella comprensione delle
loro basi genetiche, la patogenesi molecolare revaartora in parte sconosciuta.

Come nel caso di molti difetti genetici, la creamadi animali transgenici puo essere la
chiave per comprendere la fisiopatologia e pereneth punto, e testare, potenziali terapie.
Molti anni fa Bonaldo et al, 1998¢ stato creato un topo mutante con inattivazroirata

del gene COLG6A1, che codifica per la caterigVI). In assenza della catend (VI), il
collagene non € assemblato e non é secreto nettecenaxtracellulare, e pertanto il topo
omozigote mutante (Col64} perde il collagene VI nei suoi tessuti. | tophecaffetti da

un disordine miopatico ad esordio precoce con @zizal e cambiamenti istologici del
muscolo scheletrico. | muscoli del ColBalperdono forza contrattle e mostrano
alterazioni ultrastrutturali a livello del reticolsarcoplasmatico (SR), dei mitocondri e
apoptosi spontanea. E’ presente una disfunzionecomtriale latente nelle miofibre che si
puo evidenziare con incubazione con oligomicinditore della kF,-ATPasi, che causa
depolarizzazione mitocondriale, de-regolazione G&l" e aumento dell’apoptosi. Questi
difetti sono reversibili, e possono essere normatizpiastrando le fibre muscolari di
Col6al” su collagene VI o somministrando cisclosporinaC&4), un inibitore del poro di
transizione di permeabilita mitocondriale (PTP). h@patie dovute al collagene VI, sia
umane che negli animali, possono essere efficaden@ttate con tale farmaco che agisce
a valle della lesione patogenetidaMin et al, 2003e Merlini et al, 2008. Cosi queste
osservazioni portano ad ipotizzare che la mancaetaollagene VI causa un aumento
dell'apertura del PTP ma non & ancora noto per mdiquale via di segnale.

Un importante partner del collagene VI e il protezano NG2. In particolare, ci sono
prove che NG2 si leghi al collagene VI attraveraanierazione proteina-proteind@ilet et

al, 1997. NG2 puo essere considerato un importante mediakell'interazione collagene
VlI-sarcolemma e il venir meno di questa relaziorwrgbbe avere un ruolo nella
patogenesi delle distrofie di Bethlem e UllrichpS&mo inoltre che modificazioni nella
distribuzione superficiale di NG2 porta ad un patal cambiamento nella distribuzione
del collagene VI Nishiyama et al, 1997 L'interazione NG2-collagene VI pud essere
importante nell'organizzazione della matrice, ddegame delle cellule alla matrice, per
determinare la morfologia cellulare in risposta alatrice, e per la trasduzione del segnale
transmembrana. Per chiarire I'importanza di NG2ladunzione e la struttura muscolare,
sono stati studiati muscoli di topi con mutaziondl@2.



Lo scopo dello studio € la caratterizzazione feuicdéi comparativairf vivo, ex vivoandin
vitro) di Col6al” and NGZ e la valutazione delle differenze tra i due mddp#r
comprendere se la mancanza di queste proteine aortin simile danno nella fibra
muscolare.

Si e proceduto dapprima a saggiare l'integritaadeiembrana con il colorante vitale blue
Evans che permette di rilevare, evidenziandole amarazione blu, le fibore muscolari il
cui sarcolemma ha subito un danno.

Poi, si & passati quindi all'analisi dei paraméirizionali della contrazione muscoldre
vivo quali:

- sviluppo di forza (Grip test)

- sviluppo della forza massimale del gastrocneminatto per via nervosa.

Successivamente e stata effettuata una valutagoreo
- meccanica dei muscoli interi diaframma, EDL e soleo
- elettroforesi delle proteine muscolari
- analisi istochimiche di gastrocnemio e tibiale.

Infine per avere un quadro completo si e continliataaginein vitro :
- transienti di calcio su singole fibre di FDB
- elettroforesi su singole fibre di FDB
- analisi immunocitochimiche.

| risultati di tali analisi hanno mostrato che iedfenotipi hanno solamente una parziale
sovrapposizione e quindi NG2 non rappresenta laigia di mediazione della presenza del
collagene V1. Il ruolo delle integrine richiedeatisere esplorato.



ABSTRACT

Mutations of genes coding for collagen VI are resiole, in humans, of congenital
muscular dystrophies, giving rise to three syndorBethlem Myopathy (BM), Ullrich
Congenital Muscular Dystrophy (UCMD) and CongenN&fosclerosis (CM). Based on
the high degree of heterogeneity and the overlapd®n them, it has been proposed that
these disorders may represent a clinical continuatimer than strictly separated entities,
and that there may be a wider spectrum of collagerelated disorders. Despite these
major advances in understanding their genetic bélsesnolecular pathogenesis remained
partially obscure.

As it is the case for many genetic diseases, omeati animal models may be the key to
understand the physiopathology, and to devise astdpotential therapies. Several years
ago Bonaldo at al, 1998a mutant mouse with targeted inactivation of C81L6&jene,
coding for thea1(VI) chain, was created. In the absence ofl@VI) chain, collagen VI
does not assemble and is not secreted in the eltdac matrix, and therefore
homozygous null mice (Col6&) completely lack collagen VI in their tissues. $aenice
are affected by early onset myopathic disease whkness and histological alterations of
skeletal muscles. Col6almuscle have loss of contractile strength withasitructural
alterations of sarcoplasmic reticulum (SR) and ohitmdria and spontaneous apoptosis.
There is a latent mitochondrial dysfunction in mlefs which can be revealed upon
incubation with the selective ;R-ATPase inhibitor oligomycin, which causes
mitochondrial depolarization, €aderegulation and increased apoptosis. These defect
were reversible, as they can be normalized byngafiol6al” myofibers on collagen VI
or by addition of cyclosporin A (CsA), the inhibitof mitochondrial permeability
transition pore (PTP). Collagen VI myopathies, irceanand humans, can be effectively
treated with drugs acting downstream on pathogesion. These observations lead to the
hypothesis that the lack of collagen VI causesnaneased probability of opening of the
PTP, but we don’t know through which signallinglpagy the lack of collagen VI in the
extracellular matrix can have effects on mitochandr

One important partner of collagen VI is the protgogn NG2. In particular, there is
evidence that NG2 binds to collagen VI via a profeiotein interactionTillet et al, 1997.
NG2 may be considered an important receptor mediatollagen VI-sarcolemma
interactions and this relationship may be disrugtedhe pathogenesis of Bethlem and
Ullrich dystrophies. We also know that the perttidra of NG2 distribution on the cell
surface results in parallel change in collagen Mtridbution (Nishiyama et al,1997 The
NG2-collagen VI interaction may be important foganization of the extracellular matrix,
for binding of cells to the matrix, for determirati of cell morphology in relation to the
matrix, and for a transduction of transmembran@almg. To clarify the relevance of
NG2 for muscle function and structure, muscles afentarrying a null mutation of NG2
were studied.



The aim of this study was a comparative chara@egaa (n vivo, ex vivoandin vitro) of
the phenotype of muscles from ColVland NGZ™ mice and the evaluation of the
differences between the two models to understand/hat way the absence of these
proteins might lead to mitochondrial damage.

The experimental program was aimed to the chaiaatem of muscles from C57BL/6,
Col6al” and NGZ micein vivo, ex vivoedin vitro.

The integrity of the membrane was tested with tle lEvans dye which allows to detect,
pointed out with blue color, muscle fibers in whitle sarcolemma has been damaged.

At first the analysis of functional parameters afgole contraction was carried ontvivo,
with the following tests:

- mouse force (Grip test)

- force developed by the muscle gastrocnemius dismgetric contraction.

Then the analysis of functional parameters wasldpedex vivo
- intact muscle diaphragm, EDL, soleus dissectedaaiatl/sed in myograph
- electrophoresis of proteins from diaphragm, EDllegs
- histological and histochemical analysis of gastemsius and tibial.

Finally, single muscle fibres were kept in cultared studiedin vitro:
- recording C&'transient in single fibres of FDB
- electrophoresis of single fibres
- immunocytochemistry analyses.

The results of all the above listed tests have shthat the two phenotypes have only a
partial overlap and, thus, NG2 does not represenbhly structural/functional connection

between Collagen VI in the ECM and the intraceHyleocesses in muscle fibres. The role
of integrin require to be explored.



INTRODUZIONE

1. Ledistrofie muscolari

Il termine distrofia muscolare (MD) é stato intréidoda Erb per indicare un gruppo di
malattie geneticamente determinate, caratterizzddé coinvolgimento primitivo e
progressivo della muscolatura scheletfigagelini et al, 2004)

Le distrofie muscolari congenite (DMC) rappresentano dei capitoli delle neuroscienze
che negli ultimi 10 anni piu si € ampliato neglipefi diagnostici, classificativi e di
comprensione eziopatogenetica. Cio & stato ressiljplesda un lato dall’avanzamento
delle conoscenze biologiche di base e, dall'alttalla costante applicazione in campo
clinico delle tecniche di diagnostica immunocitoulia e molecolare nonché da un
intenso lavoro di correlazione genotipo-fenotipoe IDMC comprendono diverse
condizioni genetiche rare aventi in comune quespedti clinico-bioptici che ne hanno
storicamente definito I'ambito, rispetto alle pare, ma piu comuni, distrofie muscolari
progressive. Esse sono infatti caratterizzate deoipa ed ipostenia presenti alla nascita o
nei primi mesi di vita, sviluppo precoce di ret@ai muscolotendinee, quadro distrofico
alla biopsia muscolare ed andamento clinico noaramente progressivo. Alcuni segni
clinici aggiuntivi quali ipertrofia muscolare spe@urale, rigidita del rachide, macrocrania
o microcefalia, deformita congenite, quali piedegdae pollici addotti sono elementi da
ricercare attentamente per un corretto inquadrao(@mi et al, 2004)

Negli anni ‘90 gli studi di genetica e biologia raoblare hanno dimostrato, dapprima i loci
molecolari, e quindi identificato una serie di giok, la cui carenza é responsabile delle
diverse forme di distrofia muscolare. Molte matattmuscolari sono quindi state
denominate in base al danno molecolare dovutopaditeine carenti come distrofinopatia,
disferlinopatia, caveolinopatia, ef&ngelini et al, 2004)

Le distrofie muscolari hanno attirato attenzioree d¢lla scienza di base che della clinica.
Dalla scoperta della distrofina come proteina ohiaglla distrofia muscolare di Duchenne
numerosi studi hanno connesso loci di mutazionecgesm prodotti proteici ed a fenotipi
cellulari in questo modo si possono anche creardethodi patogenesi della malattia
(Porter, 2000)

Le distrofie muscolari sono associate a mutaziomgjethi codificanti per molte, e diverse,
classi di proteine. Queste vanno da proteine dedltrice extracellulare, proteine integrali
di membrana, proteasi, proteine nucleari e moleatdilesegnale. L’alto grado di
organizzazione di cellule e tessuti specializzaiime nel caso del muscolo scheletrico, le
rendono particolarmente suscettibili a mutazionue§Qo perché piccoli cambiamenti
causati da mutazioni vengono propagati attravéaerdazione dell’ architettura ordinata
caratteristica del tessuto. Queste alterazioni gqunoevidenti nel caso di mutazioni di
proteine strutturali e contrattili del sarcomerdrutura altamente ordinata e unita



contrattile della fibora muscolare. Per mantenergtiattura sarcomerica, le fibre muscolari
devono anche mantenere il reticolo sarcoplasmatidopuli T , I'estensiva rete dei
mitocondri e la connessione tra miofibrille e ségouma e tra sarcolemma e matrice
extracellulargSpence et al, 2002)

Per riassumere le distrofie muscolari possono «igere proteine con differente
localizzazione subcellulare e funzione (alcuni gsem Figura 1) includendo proteine
localizzate nel nucleo, nel citosol, nel citoschelenel sarcolemma e nella matrice
extracellular§Cohn et Campbell, 2000)

Muscular dystrophies and comesponding mouse models.

Mode of inheritance and

Disease gene locus Gene product Mouse models
X-linked MD

Duchenne/Becker MD KR Xp21 Dystrophin Mdx
Emery—Dreituss MD XR Xp28 Emerin -
Limb—girdie MD

LGMD 1A AD 5g31 Myotilin -

LGMD 1B AD 191 Lamin A/C Lmna™ [121]
LGMD 1C AD 3p2s Caveolin-3 Cavd™
LGMD 1D AD 6q23 ? -

LGMD 1E AD Tq32 ? -

LGMD 1F AD 531 ? -

LGMD 2A AR 15q15 Calpain-3 Capn3™[122]
LGMD 2B AR 2p13 Dysferlin 5iL[123]
LGMD 2C AR 13g12 y-sarcoglycan Sgeg™
LGMD 2D AR 17q12 o-sarcoglycan Sgeca™
LGMD 2E AR 412 [-sarcoglycan Sack™
LGMD 2F AR 533 drsarcoglycan Sqed™
LGMD 2G AR 17911 Telethonin -

LGMD 2H AR 9g31 TRIM31 [124] -

LGMD 21 AR 19913 Fukutin-related protein [125] -

Distal MD

Miyoshi myopathy AR 2pl13 Dysferlin SIL[123]
Tibial MD AD 2931 ? -

Congenital MD

Classical or pure CMD AR bg22 Laminin £2 dy

Fukuyama CMD AR Gg31 Fukutin -

MDC1C AR 1913 Fukutin-related protein [125] -

ot integrin CMD AR 12013 of integrin ltga7™"

Ulrich CMD AR 7 Collagen VI e [126] -

Woalker Warburg syndrome [127] AR ? ? -

Rigid spine CMD AR 1p35 Selenoprotein N [128] -
Muscle—eye—brain disease AR Tp32 POMGRTI -

Other forms of MD

Emery-Dreifuss MD AD 1911 Lamin A/C Lmna™[121]
Bethlem myopathy AD 21g22 Collagen V1 o1 Coléor1™-[129]
Bethlem myopathy AD 2122 Collagen V1 o2 -

Bethlem myopathy AD 2q37 Collagen V1 o3 -

7 7 ? Collagen XV [130] Col15m17"
EB and MD AR Bq24 Plectin Plectin™[131]
Facioscapulohumeral MD AD 4q35 7 -
Scapuloperoneal MD AD 12021 T -
Oculopharyngeal MD AD 14q11.2 Paly A binding protein 2 -

Myatonic dystrophy AD 19913 Myotanin-protein kinase/Six5 Sin5™[132,133]

Figura 1: Distrofie muscolari e localizzazione genica comispondenza nei modelli murini (d€2ohn et
Campbell, 200D

2. Lamatrice extracellulare

Un tessuto non & solamente composto da cellulenagarte sostanziale del suo volume e
costituito dalla matrice extracellulare (ECM). Eesaomposta principalmente da proteine



e polisaccaridi, secreti localmente (solitamente fdaoblasti), assemblati in una rete
organizzata, in stretta associazione con la superflelle cellule che la producono, che
funge da struttura di supporto.

La matrice extracellulare & stata descritta storgxate come uno scheletro strutturale che
contiene componente di fibre proteiche (collageneha sostanza amorfa (i proteoglicani).
Questa definizione implica che 'ECM sia una sttt statica con limitata abilita di
influenzare la struttura tissutale, la funzionesWwuppo o I'espressione genica. E’ noto,
invece, che la matrice extracellulare non €& unattstia statica ma piuttosto una rete
dinamica di molecole secrete da cellule differeh ne modificano la composizione con
I'eta. In piu formando una complessa architettdtarao alla cellula la matrice ne regola il
comportamento modulando la proliferazione, la ddifziazione, la risposta a fattori di
crescita e le vie di trasduzione del segrislleman, 2000)

Le macromolecole che la costituiscono ed il modaunesse si organizzano puo variare
dando luogo ad una sorprendente diversita di favgmna adatta alle richieste funzionali
di un particolare tessuto. La matrice, ad esenio, essere calcificata e dura nei denti e
nelle ossa, trasparente nella cornea o generdegniaa basale tra epitelio e connettivo.
Nel muscolo & una parte dei tre strati del tessaionettivo: endomisio, perimisio ed
epimisio che rispettivamente sorreggono e circoadsingole fibre muscolari, fascetti di
fibre ed il muscolo intero. In definitiva 'TECM peassolvere alle differenti funzioni che la
caratterizzano ha una composizione complessa e lainigu Anche se le conoscenze, al
momento, non sono complete ci sono stati progmesth caratterizzazione dei maggiori
componenti Alberts et al, 200R

Due sono le due classi principali di macromoleceXtracellulari che compongono la
matrice: le catene polisaccaridiche note come ghinonoglicani (GAG), che solitamente
formano legami covalenti con le proteine dando inegai proteoglicani, e le proteine
fibrose come elastina, fibronectina, laminina dag#ne che hanno funzione sia strutturale
che di adesione.

Per semplificarne la descrizione la matrice exttalzee € quindi divisibile in
- una matrice di materiale amorfo detta sostanzadowmtale
- una componente fibrillare.

2.1. La sostanza amorfa

La parte costituita da materiale amorfo, dettasstst fondamentale, non € altro che un gel
compatto nel quale sono immerse le fibre. La sastafondamentale e costituita
essenzialmente da molecole di origine glucidicajaroate glicosaminoglicani, e

dall’'associazioni di questi ultimi con le proteimfiniti proteoglicani.



| glicosaminoglicani (GAG) sono catene polisacdalid composte da unita disaccaridiche
ripetute in tandem. Sono chiamati glicosaminogiigarché nell’'unita base c'é sempre un
amminozucchero  (N-acetilglucosoamina o0  N-acetily@adamina)  solitamente
accompagnato dall’ acido uronico (glucuronico o raohico). Dal momento che
I'aminozucchero e spesso solforato e ci sono i grwarbossilici, i GAG sono carichi
negativamente. Le catene polisaccaridiche son@drojgide per essere compattate in una
struttura globulare ed occupano quindi un grandame relativamente alla loro massa e
formano un gel anche a basse concentrazioni. lcadensita di cariche negative, inoltre,
attrae cationi tra cui il Nache osmoticamente attivo, richiama grandi quamtiacqua che
fornisce la resistenza alla compressione. Questpalisaccaridico altamente idrato oltre a
fornire un supporto al tessuto permette una ragiffasione di nutrienti, di metaboliti ed
di ormoni tra sangue e tessu@a(lo, 2000.

Ci sono quattro differenti classi di glicosaminogli distinti in base al tipo di zucchero, il
tipo di legame con lo zucchero ed il numero e taliazazione del gruppo solforato:

- acido ialuronico

- condroitin solfato e dermatan solfato

- heparan solfato

- keratan solfato.

Tutti i GAG (eccetto I'acido ialuronico) sono legatovalentemente alle proteine e
formano i proteoglicani. La catena polipeptidicattd core, € prodotta da ribosomi legati
alla membrana e infilata nel lumen del reticoloauidsmatico. La catena polisaccaridica e
assemblata a questo core proteico nel Golgi. lintgate uno speciale tetrasaccaride funge
da linker ed e attaccato alla serina nella catateadle del core e funge da innesto per il
polisaccaride (Figura 2). Mentre rimane nel Golgoltmzuccheri della catena sono
modificati, ad esempio solforati.
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Figura 2: Immagine del linker tra core proteico e GAG (ingime modificata dal testalberts et al, 200Q

| proteoglicani sono distinti dalle altre glicopeote dalla natura, dalla quantita e dalla
disposizione delle catene polisaccaridiche. Penidéne, almeno una catena laterale del
proteoglicano dev'essere un GAG. Mentre le glictgire contengono dall'l al 60% di
carboidrati sul peso sottoforma di catene oligosadiche corte e ramificate, i



proteoglicani posseggono il 95% di carboidrati bleb peso soprattutto sottoforma di
lunghe catene (tipicamente con 80 zuccheri) di G®G ramificati. In linea di principio, i
proteoglicani hanno eterogeneita senza limiti dahmanto che un singolo core proteico
puo essere legato a differenti (in numero e ti@gre di GAG, le quali possono essere o
meno solforate. In tal modo é difficile classifiear proteoglicani in base alla catena di
GAG che li lega e, in aggiunta , anche il core @au si presenta eterogeneo. Percio i
proteoglicani sono un gruppo di proteine altameitesilate la cui funzione € mediata dal
core proteico e dalle catene GAGl{erts et al, 2002

Considerando quindi I'abbondanza e la diversitatstrale dei proteoglicani € riduttivo
limitarne la loro funzione a semplice molecole passhe per merito delle catene di GAG
provvedono allo spazio tra ed attorno le cellule.datene di glicosaminoglicani possono
creare una rete di differente porosita in base lalia lunghezza ed alla densita di carica
che puo regolare il traffico di macromolecole eludel (come ad esempio avviene per il
perlecano nel glomerulo renale). | proteoglicarsgumo avere anche un ruolo nel segnale
chimico tra le cellule. Infatti, sono in grado dghkre sia molecole segnale (come fattori di
crescita), sia proteine secrete (proteasi o inibitelle proteasi) modulandone I'attivita. Se
le immobilizzano nel sito di produzione ne limitalaraggio d’'azione, se le bloccano
stericamente ne evitano l'attivita, se le leganitaeo la degradazione prolungandone
I'azione. | GAG ed i proteoglicani possono ancheoasrsi formando complessi nella
matrice extracellulare o associarsi alle proteibeote creando complesse strutture come
la lamina basale. Infine non tutti i proteoglicaono secreti nellECM ma possono essere
componenti integrali di membrana qualora il cor@tico sia inserito nel bilayer lipidico o
associati alla membrana se attaccati ad essa pondel glicofosfatidilinositolo. Alcuni

di questi proteoglicani transmembranari hanno fomeico-recettoriale e collaborano con i
recettori nel legare la matrice extracellulareieiamne la risposta cellulare ad alcuni segnali
extracellulari (0zzo, 1998

2.2. Lacomponentefibrillare

Le fibre che si trovano immerse nella sostanza dorehtale conferiscono stabilita
strutturale alla matrice. Si possono distinguergeartipi fondamentali, a seconda della loro
composizione e struttura, e sono:

- fibre elastiche

- fibre reticolari

- fibre collagene.

La fibre collagene e le fibre reticolari sono chste entrambe da procollagene, ma
differiscono tra loro per I'organizzazione spazididali molecole; le fibre elastiche sono
invece costituite da due catene proteiche di davaeegura: la fibrillina e I'elastina

Le fibre elastiche, come si evince dal nome, pdssie come caratteristica principale
un’elevata elasticita infatti sono cinque volte p&tensibili di un elastico di gomma della



stessa sezione trasversa. Sono in grado di soppddesioni e tensioni anche notevoli,
deformandosi per poi ritornare allo stato di distene originario; sono pero poco resistenti
alla trazione, per questo in molti tessuti sonosenéi sia fibre collagene che fibre
elastiche. La loro deformazione € passiva, tahefilinfatti, modificano la loro estensione
solo per mezzo di fattori esterni di pressione oseéguito alla contrazione di fibre
muscolari. Le fibre elastiche hanno uno spessorabite da 0,2 a lum, con sottili
microfibrille dello spessore di soli 11 nm, che n@resentano birifrangenza.
Strutturalmente il maggior componente di tali fibée I'elastina, attorniata da esili
microfibrille di fibrillina, organizzate in una g®sizione altamente ordinata.

L’elastina € una proteina altamente idrofobica éhecca di prolina e glicina ma non e

glicosilata e contiene alcune idrossiproline ma ipossilisine. Il precursore solubile detto

protoelastina & secreto nello spazio extracellubmreassemblato in fibre nei pressi della
membrana plasmatica. Dopo la secrezione le molatigieotoelastina si connettono per

mezzo di legami crociati e formano una rete. Infatastina € composta da due segmenti
che si alternano lungo la catena polipeptidicasegmento idrofobico che é responsabile
delle proprieta elastiche ed un segmentonadlica ricco di alanina e lisina che forma
legami crociati. Il core dell’elastina e copertordrofibrille composte dalla glicoproteina

fibrillina che & essenziale per I'integrita delileré elastiche.

Le fibre elastiche possono anche fondersi tra tando origine a lamine o membrane
elastiche ove sia richiesta una maggiore defort@abitome nei vasi sanguigni. In
particolare, le fibre elastiche costituiscono lenmbeane elastiche fenestrate esterna ed
interna di tutte le arterie e la tonaca media detlee. Sono fibre molto stabili, resistenti a
molti agenti chimici, agli acidi forti del succogjdaco, a basi diluite, vengono pero digerite
specificamente dall'enzima elastasi, contenutgaetreasAlberts et al, 2002

Le fibre reticolari sono costituite da catene dstiessa proteina costitutiva del collagene, il
tropocollagene che & una variante del tipo Il cora percentuale piu elevata di catene
laterali glucidiche. Sono diffuse nel tessuto cdtive lasso, nei muscoli, nell'endonevrio,
nel tessuto adiposo, negli organi linfoidi e ngdrete dei vasi sanguigni. Sono costituite
da fibrille e microfibrille che presentano periathc assiale 64-70 nm, fibrille sottili
(spessore medio di 50 nm) e di conseguenza le fitieolari sono sottili (spessore
variabile 0,5-2um). Le fibre costituiscono trame e reti sottilicderendo su due piani o in
senso tridimensionale, con ampi spazi tra le magimupati dalla sostanza fondamentale.
Possiedono un alto grado di glicosilazione detisdilisina e per questa ragione sono PAS-
positive, inoltre si colorano facilmente con il méb dellimpregnazione argentica e per
guesto sono anche definite fibre argirofile.

Le fibre collagene sono la tipologia di fibre pappresentata dell'organismo umano e nei
tessuti connettivi, rappresentano da sole il corept@non minerale piu abbondante dopo
l'acqua, costituendo fino al 6% del peso corpo®mno molto resistenti alla trazione,
flessibili, ma praticamente inestensibili. In sotue acida diluita esse tendono a gonfiarsi,
mentre sono disciolte in soluzioni contenenti acdbasi forti, oltre ad essere digerite
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specificamente dall'enzima collagenasi. Appaionoe&tunghe fibre bianche ondulate, che

si diramano in piu direzioni (nel caso di un teestdnnettivo denso irregolare o connettivo

lasso) o in un'unica direzione (tessuto connettiemso regolare), hanno uno spessore
variabile da 1 a 1gm.

Ogni fibra collagene € costituita da decine diilimpiu sottili, del diametro di 0,2-0,3m,

che determinano la sua striatura longitudinale, @ms® in una sostanza amorfa. Ogni
fibrilla collagene €& a sua volta costituita da rmofibrille che si associano
longitudinalmente tra loro, determinandone la kanfyenza. Le microfibrille, esaminate al
microscopio elettronico, appaiono striate trasuvereate al loro asse maggiore, in
particolare le striature si ripetono ogni 70 nnresto oppure ogni 64 nm a secco, si dice
percio che possiedono una periodicita assiale ef@GAm. Sono distinguibili due tipi di
striature trasversali, una piu elettrondensa gd'aheno elettrondensa. Dal momento che le
molecole di tropocollagene si associano tra loronamiera sfasata, sovrapponendosi per
un quarto della loro lunghezza, si possono spieigdwe tipi di striature affermando che le
bande meno elettrondense sono costituite dalle wsite molecole di tropocollagene e
dall'estremita delle code, mentre le bande pitrelaiense sono costituite tra le code delle
molecole di tropocollagene e gli intervalli tra unalecola e la successiva (Figura 3).

L
o -

p . =

A (L] (] gel) iy

Gopright £ 2000 BenjaminCummings, 2n irgent af Addison Wasley Longman, Inc.

Figura 3: Immagine delle fibre di collagene (modificata@ammings, 2000

La caratteristica principale di una molecola diagéne € la sua lunga, rigida, tripla elica,
in cui tre catene polipeptidiche di collagene, oiage catene, sono avvolte l'una all’altra
in una superelica simile ad una corda (Figura 3).

Il collagene e ricco di prolina e glicina che paipano a stabilizzare la sua struttura
tridimensionale a tripla elica. La prolina, a cads#la sua struttura ad anello, stabilizza la
conformazione ad elica in ogni catena polipeptidica mentre la glice posizionata ogni
tre residui nella parte centrale della catenaed essendo I'aminoacido piu piccolo
permette I'impacchettamento della superelica (R@)r
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Sono stati identificati venticinque differenti gechie codificano per la catera che si
associano tra loro in triplette (formando tropoag#éne) in modo da formare 29 diversi tipi
di collagene (alcuni esempi nella Figura 4).

TYPE MOLECULAR FORMULA POLYMERILIZED FORM TISSUE DISTRIBUTION
Fibril- forminy . . bone, skin, tendons, ligaments, cormea, internal organs
¢ 1 le1(1)za2 (1) firil 9 9
(fibrillar) (accounts for 90% of bady caollagen)
. cartilage, invertebral disc, notochord, vitreous humar of
I [e1(mla fibril g
the eye
m [ol(I))s fibril skin, blood vessels, intemnal organs
[a1{V)]za2(V) and al{V)
v : fibril (with type I) as for type I
az2(Vv)a3(v)
X1 ol(XI)a2(IX)a3(XI) fibril (with type 11) as for type II
) . lateral associabion with type .
Fibril-associated X ai()az2(IX)a3(I1x) . cartilage
11 fibrils
. lateral association with some
®I [o1(XI1)]s ) tendons, ligaments, some other tissues
type I fibrils

Meatwork- forming v [e1(Iv)Iza2(Iv) sheetlike network basal lamina

vil  [al(VII}]a anchoring fibrils baneath stratified squamous epithelia
Transmembrane XVIT [a1(XVID)]s not known hemidesmosomes
Others XVINT [el(XVIII)]s not known basal lamina around blood vessels

Figura 4: Alcuni tipi di collagene che sono stati identific(modificato daAlberts et al, 2002

Le singole catene polipeptidiche sono sintetiznaieribosomi associati alla membrana ed
iniettati nel lumen del reticolo endoplasmatico eoprecursori detti procatere Questi
precursori non solo posseggono un peptide segnateireo terminale per essere condotti
al reticolo endoplasmatico ma posseggono, anchgli dexminoacidi addizionali detti
propeptidi ad entrambe le estremita. Nel reticaldoplasmatico alcune lisine e proline
vengono idossilate ed alcune idrossilisine venggfioosilate. Ogni procatena. e
combinata con due altre catene e, per mezzo dilieigaogeno, si ottiene la tripla elica di
procollagene. Dopo la secrezione il procollagetegiato da un enzima proteolitico che lo
converte in collagene, che pud quindi assemblagsifprmare le fibrille nello spazio
extracellulare (Figura 5).
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| peptidi aggiunti alle estremita nei precursomha la funzione di facilitare la formazione
della tripla elica e di impedire I'assemblaggio fibrille all'interno della cellula. La
formazione delle fibrille € guidata dal fatto cheallagene € mille volte meno solubile del
procollagene. Le fibrille si formano vicino alla mbrana ed il citoscheletro puo
influenzare il sito, la velocita e I'orientamentelkhssemblaggio. Le fibrille hanno diversi
diametri e differente organizzazione nei vari téisAd esempio nella pelle formano una
rete resistente a forze multidirezionali, nel teediormano filamenti in cui la resistenza é
concentrata lungo I'asse maggiore. Quando le li#si sono formate, sono rafforzate da
legami covalenti a livello delle lisine che formswo resistenza alla tensione.

Il collagene € sintetizzato principalmente da fildasti, condroblasti e osteoblasti, ma puo
essere prodotto anche dalle cellule epiteliali, ‘éoincaso del collagene di tipo IV, che

forma la lamina basale. Come sopradescritto ibgalhe e sintetizzato per mezzo di diversi
passaggi nei quali intervengono vari enzimi. Nownedsorprendere che molte patologie
genetiche interessano la formazione delle fibrildutazione del collagene | causa
osteogenesi imperfetta, mutazione del collagenecdhdrodisplasia, mutazione del

collagene Il la sindrome di Ehlers-Danlos.

La nostra attenzione e rivolta alla mutazione dslagene VI che causa la miopatia di
Bethlem e la distrofia muscolare congenita sclemiat di Ullrich.

3. 11 collagene VI

Il collagene VI € una proteina della matrice extidare che forma un reticolo
microfilamentoso in vari tessuti, incluso il muszoscheletrico, e che ha un ruolo
strutturale nell’organizzazione della matrice ech donzione biologica nel mediare le
interazioni tra cellula e matrice. Forma una rdefentosa indipendente dal collagene | e
IIl ed é generalmente disposto in modo perpendieadoro Keene et al, 1998

Anche se la distribuzione del collagene VI e | éncaente ci sono differenze nella
proporzione tra tipo | e VI nei dischi intervertaldy nella cartilagine articolare, nell'osso e
nello spazio pericellulare (maggiore presenza geli@ VI). Queste differenze sono
importanti per conferire peculiarita nei vari tetsgunella varie zone dei tessufiraghetta
et al, 1996.

Il collagene VI & presente in molti tessuti qugdoaeurosi superficiali, tendini, giunzioni,

dischi intervertebrali, nervi mielinici, mesenchimabepidermico, vibrisse, vasi sanguigni,
meningi, cornea, muscolo scheletrico. L'importandizenta speciale nel muscolo

scheletrico perche alcune patologie umane chetévassano come distrofia muscolare di
Bethlem e distrofia muscolare congenita di Ullrggno dovute a mutazioni del collagene
VI.
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Un monomero di collagene VI e costituito da trdeténti cateneal (140 kDa)a2 (130
kDa), a3 (250+350 kDa) (Figura 6). Le tre catene sono rabt®e con rapporto
stechiometrico 1:1:1 per formare un monomero dageine VI Colombatti et al,1996

a1V
a2(V)

INTO N9 | N8 [N7] N6[N5 [Na [ N3 N2 N ci]ca = a3(VI)
triple helix GREAth

Figura 6: Struttura delle catenel(VI) o2(VI) a3(VI) dove i domini colorati in grigio sono carattezati da
splicing alternativo (Immagine modificata Bézgeral et al, 2001

al(V1), a2(VI) ed a3(VI) contengono una elica relativamente corta e due zone globulari
N- e C- terminali. Le catengl(VI) eda2(VI) sono molto simile e contengono una regione
N-terminale ed una C-terminale di approssimativam@00 AA che mostra omologia con
il dominio von Willebrand factor di tipo A (VWF)nlcontrasto la catern@a3(VI) contiene

da 6 a 10 sottodomini N-terminali simili a vVWF, ddemini C-terminali simili a vVWF ed
anche un sottodominio simile alla fibronectina(Hltzgerald et al, 2001

Recentemente sono state scoperte, in tandem subsomma 9 del topo, altre tre catene
ad(V1), a5(VI), a6(VI) con struttura simile alla cateng3(VI) (Figura 7)(Gara et al,
2008)

as] [ o)) e ) e ) )z ) ) Cconemcen o )2 B o+ B
| [ 7)) (o ) e o oz ) o ) Ccotcacen ot }---- {2 B

USignaI peptide <>Fibru-neclin type 1l repeat OKunitz domain [:]\..w,u. domain .Unlque domain
Figura 7: Struttura delle catened(VI), a5(VI), a6(VI) del collagendGara et al,2008)

Il collagene VI monomerico solitamente compostooddV1), a2(VI) ed a3(VI) € lungo
circa 125 nm ed e formato da due zone globulamrsge da una parte sottile a tripla elica
(Figura 8).

Non é ancora noto il meccanismo di formazione detgrotrimeri intracellulari ma si
ritiene che mutazioni nella zona delta elica della catenax3(VI) ne blocchino la
formazione Lamande et al,1999
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Studi ultrastrutturali hanno dimostrato che la @&tterminale di un monomero della tripla
elica e la tripla elica di uno adiacente si sovaagmno in modo antiparallelo, formando
un dimero, e che l'interazione sia stabilizzatapdeti disolfuro. | tetrameri sono poi

stabilizzati da ponti disolfuro tra le estremitatéminali delle triple eliche dei dimeri

(Figura 8) Fitzgeral et al, 2001)

Questo, a differenza degli altri tipi di collagersjviene prima della secrezione e cio
suggerisce quindi un meccanismo di aggregazionaea{tulare unico. | tetrameri secreti
infatti poi si associano end-to-end in multimeettdanche microfibrille con periodicita di
110 nm Engvall et al, 198% L'assemblamento include poi associazioni latedal
filamenti in fibrille (Wiberg et al, 2001)

NH, COCH

Q_C_CJV\/’ Monomer

COOH COCH

NH, NTR

Q—C—M—C _O Dimer

COOH COOH
NH,

8}( I Tetramer
Intracellular
Extracellular

Microfibril

B b CWH 2% .
C C C C
Figura 8: Schema assemblamento collagene VI (modificatbasape and Bushby, 2005

Nell'associazione end-to-end dei tetrameri pero aggiormente coinvolta la parte N-
terminale della catena3(VI) che e esposta, ad entrambe le estremiteettaineri, durante
la formazione microfibrillareKitzgerald et al, 2001

Le rete microfibrillare, per merito del biglicangexe organizzata con moduli esagonali in
pochi minuti. Solo le molecole intatte, con due @role di dermatan solfato, mostrano tale
abilita. Anche la decorina possiede tale capaca@amano spiccata (impiega alcune ore) ed
efficiente dal momento che contiene una sola catérdermatan solfato. Tale abilita e
influenzata dalle catene di GAG in quanto il bigho senza tali catene non riesce ad
organizzare la rete esagonaliéiperg et al, 2002)

Il biglicano e la decorina legano con alta affinltaollagene VI anche dopo aver rimosso
con condroitinasi ABC i GAG. Tale interazione aneead opera del dominio tra N-
terminale della tripla elica ed il dominio globwaseguente. Probabilmente la catena
a2(VI) e implicata in tale relazion®fiberg et al, 2001)
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Questa contraddizione apparente puo essere spegapoteoglicani legano collagene VI
con core proteico e i GAG servono a tenere separatiecole di collagene quando
I'assemblamento € iniziato per creare la rete essgdNiberg et al, 2002).

Il collagene € connesso a molti componenti delldME®@me collagene |, il collagene I, il
collagene XIV, l'acido ialuronico ed eparina ateeso legame cor 3(VI), perlecano
attraverso legame can2(VI) (Burg et al, 1996)

Il collagene VI interagisce anche con la fibrone&tche € una della maggiori componenti
del’lECM. Si e visto infatti come la mancanza dellagene VI, in colture di fibroblasti in
modello murino, porti a riarrangiamenti della fihextina che forma fibre parallele all’asse
maggiore della cellula senza formare la tipica tetimensionale. La disorganizzazione
della fibronectina modifica I'interazione con inte@ e la via di segnale intracellulare che
coinvolge anche la proliferazione e la differenioae (Sabatelli et al, 2001)Inoltre il
collagene VI puo direttamente legare i recettotegninici alpl, a2fl, a3p1, a5p1 e
al0B1l (Wayner and Carter, 1987

Il collagene puo legare anche il proteoglicano dimrana NG2 con interazione proteina-
proteina e questo potrebbe essere un’ulterioredviaegnale oltre a quella integrinica
(Stallcup et al, 1990)I legame tra NG2 ed il collagene VI avviene pezzo della catena
o2(VI) (Burg et al, 1996)

Il collagene VI nel muscolo € un importante compuaaealell’endomisio ed € localizzato
appena fuori della membrana basale. Anche se ilcamEmo che determina la sua
trascrizione nel muscolo scheletrico € ancora gretsa che nei tessuti la proteina e
prodotta da fibroblasti e cellule miogeniche. Umpedfico enhancer, necessario per la
trascrizione a livello endomisiale, & stato idecdifo per la trascrizione nei fibroblasti
interstiziali Braghetta et al,1996 In accordo con cio i fibroblasti interstiziaklhmuscolo
depongono collagene VI nella matrice del muscolekatrico Zou et al, 2008 Il ruolo
del collagene VI nella sopravvivenza e nella peséizione e stato appurato in stirdvivo
edin vitro anche se il meccansimo patogenetico non é an@&rtuttib chiaro. Si ritiene
tuttavia che sia importante considerare le interdazion le altre proteine sopradescritte.

4. 11 proteoglicano NG2

Il proteoglicano condroitin solfato NG2 e una pmoéetransmembranaria con una sequenza
primaria unica che non rende possibile omologia &itm componenti della famiglia dei
proteoglicani{Nishiyama et al, 1991)

NG2 e espresso in molti precursori cellulari, isclyprogenitori oligodendrocitici nel

sistema nervoso centrale, cellule mesenchimalsso @artilagine e muscolo, in periciti e
cellule lisce vascolari. E’espresso in una popoleiristretta parzialmente differenziata
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dopo il commitment iniziale. Dopo la differenziag@e la quiescenza delle cellule, NG2
viene generalmente down regolgistallcup and Huang, 2008)lalvolta presenta una
over-espressione in alcune forme tumorali malignmelénoma, glioblastoma,
condrosarcoma) che sembra essere implicata neilstesza ai chemioterapidClekenya
et al, 2008.

Il core proteico, di 260 kDa, € inizialmente siiteato come un entita di 275 kDa che
contiene una catena di mannosio. Dopo un ora daltasi la catena olisaccaridica viene
modificata nel Golgi e si arriva alla maturaziom®& ecina molecola di 300 kDa.

NG2 ha dominio transmembranario (25 AA), una caxda citoplasmatica (76 AA) ed
una lunga estensione extracellulare (2225 AA) (lAd) (Nishiyama et al, 1991)

Extracellular domain

[| -Lns 1 Domain
l -ns2Domain

-disulfide bonds
l -collagen binding domain
—_ -chondroitin sulfate chain
“~¢ -N-linked oligosaccharides
>

-sites of proteolytic cleavage

Transmembrane domain

EI‘ -transmembrane helix

Extracellular region

NG2 cell membrane
Intracellular region

Intracellular domain

e  -threonine phosphorylation sites

\ -proline-rich domain

' -PDZ binding motif (binds Mupp1, GRIP, or Syntenin)

Figura 9: Schema del proteoglicano N@aodificato da Trotter et al, 2009)

L’ectodominio pu0 essere suddiviso in tre sottodondue domini globulari con un piu
esteso segmento centrale. Il dominio 1, compreadena N-terminale ed e stabilizzata da
ponti disolfuro, infatti contiene 8 cisteine (Figut0). Il dominio 2 centrale contiene siti
per legame con catene di controdroitinsolfato (sola catena connessa alla serina-999).
L’ o elica N-terminale del dominio 2 inoltre e il sper il legame con il collagene VI. Il
dominio 3 vicino alla membrana contiene siti pastpolisi che portano al rilascio di NG2
dalla membrana cellulare (Figura 9) ed € nuovamacte di cisteine per cui forma legami
disolfuro (Figura 10). Nella parte citoplasmatidBeatremita C-terminale c'e sequenza
QYWV (simile al motivo che lega dominio PDZ) respabile dell'interazione con
MUPP1. Il dominio citoplasmatico inoltre contienednine fosforilabili dalla proteina
chinasi C e proline (Figura 9ptallcup, 2002)La parte citoplasmatica puo interagire con
GRIP1, PKCa ed ERK Makagiansar et al, 2007
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Figura 10: NG2. S=serina, C=cisteina, *= possibili siti dicgsilazione(daNishiyama et al, 1991

Il dominio extracellulare del proteoglicano NG2oeme appena descritto, composto da
due domini globulari intervallati da 30-110 nm kme | tetrameri del collagene VI
sembrano allinearsi alla parte non globulare, awesski ,infatti, una dimensione di 110
nm (Tillet et al, 1997)

NG2, come sopra detto, e stato trovato espresalzime forme tumorali e ne determina la
resistenza ai farmaci con attivazione della visaefjnale su integrin@3f1 e PI3K. NG2
promuove un segnale antiapoptotico interagendoaenbunitydl dell'integrina. Questa
agisce su PI3K e quindi sulla via di Ai&hekenya et al,2008) alvolta invece, NG2 puo
promuovere I'apoptosi opponendo allo stimolo del@g1 integrina quello dipendente da
PKC a nella regolazione della fosforilazione di FAK espeessione p53. Quindi NG2 ed
integrina possono lavorare assieme o in contrasto,probabilmente cio dipende dallo
stato di fosforilazione di NGRJoo et al, 2008)Infatti la differente fosforilazione di NG2
alla Thf**° ad opera di PK@ aumenta la mobilita cellulare, la fosforilaziorieTdr**** da
parte di ERK aumenta la proliferazione, ma se RK&d ERK agiscono in sinergia su
Thr*®***si blocca la proliferazion@Vlakagiansar et al, 2007)

5. Distrofie muscolari associate a mutazione del collagene VI

Come sopradescritto le distrofie muscolari iniziahte, fino alla scoperta delle
modificazioni geniche che le causano, venivano rdéscin base al quadro
sintomatologico. Oggi sappiamo che mutazioni dedgeneal(VI), a2(VI) ed a3(VI)
causano la miopatia di Bethlem e la distrofia miaeo congenita di Ullrich due
condizioni descritte separatame(itampe and Bushby, 2005)

Nelluomo le tre catenex1(VI), a2(VI) ed a3(VI) sono codificate dai geni COL6AL,
COL6A2 e COLBA3. COL6A1 e COLBAZ si trovano nel mrasoma 21g22.3 mentre
COL6A3 nel cromosoma 2g3Bonaldo et al, 1998)Le nuove catene4(VI), a5(VI) ed
a6(VI1) sono espresse dai geni COL6A4 COL6A5 COL6A6alizzate nel cromosoma 3
ma la catena4(VI) non viene espressa in quanto tro(Gara et al, 2008)
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5.1. Lamiopatia di Bethlem (BM: Bethlem Myopathy)

La miopatia di Bethlem e stata per la prima volésatitta nel 1976 da Bethlem e van
Wijngaarden Bethlem and Wijngaarden, 1976’ un disordine autosomico dominante
che si presenta con contratture multiple, blocdtedaticolazioni e progressiva debolezza
dei muscoli prossima(iJobsis et al, 1999)

La miopatia di Bethlem (MIM 158810) é causata ddamioni dominanti in COL61 (MIM
120220), COL6A2 (MIM 120240) e COL6A3 (MIM 12025 epe et al, 2002)

Il livello di collagene, con analisi immunocitochicthe, appare normale o ridotto
nell’endomisio dei pazienti e sono stati riscomtditetti qualitativi e quantitativi sulle
colture di fibroblasti derivate da biopsiggrnardi and Bonaldo, 2008

Anche se la BM e classicamente descritta come ewe Idisordine iniziale con grave
impatto nella vita adulta € spesso possibile risapa una storia di ipotonia neonatale, di
sviluppo motorio ritardato e diminuzione dei movitiefetali. La malattia si presenta
molto eterogenea e la progressione lenta. Soliteerigrazienti diventano sintomatici tra i
dieci ed i vent’anni di eta, anche se alcuni adudih sono consapevoli della debolezza e
I'eta d’esordio non puo essere stabilita con cegezo sviluppo di contratture € una
caratteristica di tale patologia e possono essaeriche nel corso dell'infanzia, appaiono
e scompaiono in varie articolazioni ma quasi tugiazienti infine le hanno a livello di
gomiti, caviglie, polsi, e dita (Figure 11 A, 11 B1 C, 11 D) che contribuiscono alla
disabilita. In alcuni pazienti le contratture passessere modeste portando a confusione
nella diagnosilampe et al, 2005

T

Figura 11: Esempio di contratture nella BM (immagine modifee daLampe et al, 2005
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In ogni modo i pazienti con miopatia di Bethlem gmetano una debolezza moderata e
atrofia moderata che colpisce maggiormente glinsste rispetto ai flessori. La condizione
e, nella maggior parte dei casi, lentamente pregra® piu dei due terzi dei pazienti sopra
i 50 anni di eta necessitano di aiuto per la dedazilmne Lampe et al, 2005

Mentre il muscolo cardiaco non € solitamente cdiimya muscoli respiratori possono
essere compromessi ed i pazienti necessitano, igudndin supporto notturno per la
respirazioneHlaq et al, 199%

In alcuni pazienti affetti da BM possono insorgeet segni cutanei come ipercheratosi
follicolari e formazioni di cheloidiRepe et al, 2002

5.2. Distrofia muscolar e congenita di Ullrich (UCMD: Ullrich Congenital Muscular
Dystrophy)

La distrofia muscolare congenita di Ullrich (MIM 2890) e stata descritta per la prima
volta da Ullrich nel 1930Ullrich, 1930)

E’ una malattia genetica di cui esistono forme sene, associate a mutazioni recessive
dei geni COL6A2 e COL6A3, ed i pazienti presenterlassita distale e contratture
prossimali. Recentemente sono stati trovati pazigor fenotipo severo, con mutazioni
eterozigotiche in COL6A1 e COL6A2, e pazienti clom ipresentano mutazioni a livello
del collagene VI ma che mostrano medesimo quadrocal (Petrini et al, 2005 La
presenza di pazienti con UCMD senza mutazioni ellbvdei geni del collagene VI
suggerisce una possibile eterogeneita nella malatti

Il collagene VI, in immunofluorescenza, appare dorénte ridotto o assente
nell’endomisio. Fibroblasti in coltura mostrano dinta secrezione del collagene VI o
perdita della caratteristica struttura a rete nefatrice extracellulareBgrnardi and
Bonaldo, 2008

Le caratteristiche della UCMD sono debolezza museoldi esordio precoce con
degenerazione muscolare e debolezza distale assoaléinusuale contrattura sulle
articolazioni prossimali (Figura 12 H) ed iperlaadii quelle distali (Figure 12 1, 12 J, 12
K) (Lampe et al, 2005
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Figura 12: Esempio di contrattur e iperlassita nelle UCNiBnjagine dd.ampe et al, 2005

La debolezza e profonda nei bambini che non aspaed la capacita di camminare
autonomamente o lo fanno, in modo indipendente, et brevi periodi. L'intelligenza é
normale. Con il progredire della malattia, si sppa una rigidita spinale, scoliosi e
contratture prossimali variabili. Molti pazienti wiono per insufficienza respiratoria nella
prima decade a causa della rapida progressionalalipatologia. La variabilita della
patologia comprende variazioni nelle dimensionileddibre, predominanza del tipo 1,
aumento dello spazio connettivale, aumento deienucterni, aree di necrosi e fibre con
miosina fetale, segno di rigenerazioharfipe et al, 2005

5.3. Miosclerosi congenita

Il termine miosclerosi e stato utilizzato per lanpa volta da Duchenne e le osservazioni
microscopiche gli hanno fatto ipotizzare un’ipegiadel tessuto connettivale interstiziale
che gli hanno fatto proporre i termini “paralyse asgiereotique “ e “paralyse musculaire
pseudohypertrophiqueDiuchenne, 1868

La miosclerosi congenita (MIM 255600) € stata @iziente considerata una nuova
patologia degenerativa che interessa il tessutoettivo intermisiale. E’ stata descritta in
due famiglie di non consanguinei una modificazioleé gene COL6A2 che si manifesta
come miosclerosi. La mutazione patogenica rapptasém prima forma tronca in
omozigosi del dominio C1 della catena(VI) (Merlini et al, 2008.

E’stata evidenziata la difficolta nel camminaregiovane eta, associata ad una camminata

atipica sulle punte ed una contrattura progressiea polpaccio. Il quadro clinico,
manifesto prima dei trent’anni, e caratterizzatordescolatura esile che appare “legnosa’ e
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la restrizione di molti movimenti delle articolamiodovute a diffuse contratture muscolari
(Bernardi and Bonaldo, 2003

Un paziente descritto da MerlinMérlini et al, 2008 mostra diffusa atrofia muscolare,
contratture di entrambi i gomiti, adduzione invededle spalle e flessione delle dita delle
mani. C’e flessione fissa del tronco con iperlordosmbare e marcate contratture delle
ginocchia, delle anche e delle caviglie (Figura 13)

Figura 13:Esempio di paziente affetto (tiéerlini et al, 2008

I muscoli dei pazienti mostrano un chiaro patterfikdosi con proliferazione del tessuto
connettivale in endomisio e perimisio, variaziom diametro delle fibre e nuclei centrali.
Il collagene VI mostra una distribuzione disconimella lamina basale delle miofibre ed
e assente nei capillari. | vasi sanguigni mostran@umento dello spessore della lamina
basale (sembra composta da molti strati in prosaidei periciti) e il numero dei periciti e
aumentato. Molti di questi, inoltre, hanno un fépotche assomiglia alle cellule muscolari
lisce avendo un esteso apparato contrattile e lyprgleessi citoplasmatici. Inoltre la tipica
struttura esagonale del collagene VI € assentdveltta ci sono dei ri-arrangiamenti
anormali Merlini et al, 2008.

5.4. La patogenes

Piu di settanta differenti mutazioni sono statecd#s nei geni per il collagene VI. La
motivazione per cui alcune causano un fenotipo altro non € ancora del tutto chiara. Si
puo pensare che il difetto, sia a livello di mRN#edi proteine, porti a problemi di sintesi,
assemblaggio, secrezione o funzione del collageheSd@no stati predetti differenti
meccanismi come perdita di funzione, dominanzatinegad aploinsufficienzaBernardi
and Bonaldo, 2008
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Per comprendere meglio la patogenesi nelle malattiane e stato creato un modello
murino transgenico con un quadro sintomatologiamima la distrofia muscolare umana
(Bonaldo et al, 1998

5.4.1. Modello murino: knock-out per il gene COL6A1

Un gruppo di ricercatori dell’'Universita di Padodiaetti dal prof. Bonaldo Paolo ha creato
un modello murino knock-out per il collagene VI & ¢imostrato che tale topo mostra un
fenotipo muscolare che puo essere paragonato b aledla miopatia di Bethlem (Figura

14). L'assenza della catendl(VI) porta ad un mancato deposito della triplacaldi
collagene VI nella matrice extracellulaiopaldo et al., 1998

2 Y

ol

Figura 14: Modello murino (immagine concessaci dal grupp®ailo Bonaldo)

| topi Col6al” sono vitali e fertili. All' esame istologico presano alterazioni nel
muscolo scheletrico con segni di miopatia come #gBdpmuscolare e pronunciata
variabilita del diametro delle fibre. Le piu gralierazioni sono state rilevate nel muscolo
diaframma. Modificazioni muscolari sono anche rdleNi negli animali eterozigoti dove si
presentano con minore gravita dal momento che ddyaione di collagene & solamente
dimezzata (aploinsufficienza genic8&phaldo et al, 1998

Le fibre Col6al mostrano dilatazioni del reticolo sarcoplasmatied alterazioni
mitocondriali (rwin et al,2003. Monitorando il potenziale di membrana mitocoatiricon
tetrametilrodamina metil estere (TMRM) é stata sctgp una disfunzione mitocondriale
latente, che si evidenzia dopo incubazione corooligina (inibitore della - ATPasi),
reversibile coltivando le miofibre Col641su collagene VI oppure somministrando
ciclosporina A (CsA), linibitore del poro di traggne di permeabilita (PTP)
mitocondriale. Il trattamento dei topi Col6alcon CsA porta ad un recupero della
sintomatologia e questo sostiene un’ipotesi patetea che si focalizza sul mitocondrio
aprendo la strada per un eventuale trattamentaafaoiogico [rwin et al, 2003.

La connessione tra la sofferenza mitocondrialenad’'sco dell’apoptosi € il cambiamento
di permeabilita della membrana mitocondriale chetgoa@l rilascio del citocromo C

attraverso il complesso del poro di transizion@elimeabilita (PTPC). Il complesso € un
canale con elevata conduttanza la cui apertura pokun aumento della permeabilita della
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membrana interna del mitocondrio per soluti con saano a 1500 Da. Il PTPC é
controllato dal gradiente elettrochimico protoni¢sy); I'apertura e la chiusura sono
modulate dal potenziale di membrana mitocondrialg.) e dal pH della matricBrwin et
al, 2003)

L’ipotesi che I'apertura del PTPC poteva esserefattore di morte cellulare e stato
proposta alcuni anni faarzo et al, 1998 La transizione di permeabilita porta al rilascio
del citocromo C nel citosol, con induzione dell’gpusi. La variazione di potenziale
causata dall’apertura del poro e finemente moduliaaeffettori della matrice e della
membrana. Ad esempio il €aaccumulato nella matrice favorisce I'apertura B&PC,
mentre 'aumento del flusso attraverso il compleasmenta la probabilita del canale di
rimanere aperto. La conseguenza principale delttaedel poro € la depolarizzazione del
mitocondrio. Il collasso dellap previene la sintesi dellATP quando il poro € apeta
mancanza di ATP e I'alterata omeostasi del’@artano alla morte cellulare per apoptosi.
L’apertura del poro porta all’equilibrio del gradie ionico di tutte le specie con massa
minore di 1500 Da che causano rigonfiamento e nattiella membrana mitocondriale
esterna con rilascio di citocromo C ed altri fatfyoapoptotici Bernardi et al, 2006

La variazione della permeabilita quindi conducéapbptosi attraverso la via intrinseca
(Figura 15).

(B} ACTIVATION OF APOPTOSIS FROM INSIDE THE CELL (INTRINSIC PATHWAY)
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Figura 15: Schema apoptosoma (immagine modificata dal tekterts et al, 200R

La CsA lega la ciclofilina D, nella matrice mitoabrale, e regola la permeabilita della
membrana interna mitocondriale attraverso il PT& sbmministrazione di CsA corregge
la disfunzione mitocondriale e blocca I'apoptosclam nei pazienti affetti da distrofie
dovute a mutazioni del collagene \Kiérlini et al, 2008.

A questo punto bisogna pero sottolineare che, wita appurato il ruolo del mitocondrio
nella morte delle fibore muscolari, resta ancora domanda senza risposta. Infatti rimane
non definito il mediatore tra collagene VI che e nella matrice extracellulare ed il
mitocondrio che rimane all’interno della cellula@a fla mancanza del collagene VI e la
sofferenza mitocondriale.
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5.4.2. Possibili viedi trasduzione del segnale

Una volta dimostrato che i mitocondri sono coinviodlla patogenesi delle malattie dovute
a mutazioni a livello del collagene MBé¢rnardi and Bonaldo, 2008bisogna supporre che
la connessione collagene VI-mitocondrio sia dipemeleda un recettore cellulare di
membrana che trasduce il segnale dal collagenéa nedtrice extracellulare, fino al
mitocondrio, all'interno della celluldrvin et al, 2003.

Il collagene VI ha molti recettori incluse le intewe alfl, a2fl a3p1 a5p1 alOpl
(Wayne and Carter, 1987; Doane et al,1992 ; Hu ¢t28002 e il proteoglicano di
membrana NG2Stallcup et al, 1990, Burg et al 1996; Tillet et1&l97).

Perturbando I'espressione di NG2 nella superfi@bulare si osservano modificazioni
anche a livello della distribuzione del collagene Vinterazione di NG2 con il collagene
VI sembra attivare inoltre una risposta cellulassza il contributo delletegrine p1
(Stallcup, 2002

Il proteoglicano NG2 e normalmente espresso netotmmnma delle fibre muscolari
postanatali e gradualmente declina con I'eta. taaiulta alterato, a livello del muscolo
scheletrico, in talune patologie quali la distrafi@scolare congenita merosina negativa, la
distrofia muscolare di Duchenne, ylasarcoglicanopatia e la calpainopatie{fini et al,
2003.

| pazienti con UCMD mostrano un alterazione nefiiessione di NG2 solo a livello del

muscolo scheletrico ma non a livello dei fibroblastdella pelle. Anche gli animali

Col6éal” mostrano delle alterazioni solamente a livello deiscoli scheletrici e della

cornea. La mancanza di NG2 quindi sembra stretttaneannessa all’assenza o alla
riduzione dell’espressione del collagene VI. Viailevata, inoltre, la presenza di una
isoforma tronca a seguito dell’azione proteolititae suggerisce che l'interazione con
collagene VI possa proteggere tale proteoglicatia geoteolisi. Petrini et al, 200%

L’insieme di tali evidenze ha suggerito di analiezd modello murino del knock-out del
proteoglicano NG2.

5.4.3. Modello murino: knock-out per il gene NG2

Un gruppo di ricercatori americani dell’istituto Bilnam e riuscito a creare un modello
murino servendosi della tecnica del gene targgi@mgko et al, 1999)I topi knock-out
sono vitali e fertili e non presentano differeneadtipiche evidenti rispetto ai C57BL/6.

Numero di progenie, peso alla nascita, sviluppdnatale, organogenesi sono comparabili.

Gli animali knock-out per NG2 non mostrano modificei nella neurogenesi durante lo
sviluppo dell'ippocampo Thallmair et al, 2006 Comparando la mielinizzazione
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cerebellare postatale, gli animali mutanti mostranamumero ridotto di cellule progenitrici
oligodendrocitiche nello sviluppo della materiartwa Kucharova et al, 2010

| topi NG2" hanno alterazione nello sviluppo della pelle coa naggiunge il corretto
spessore a causa della proliferazione ridotta leiatinociti. Anche il sottocute presenta
modificazioni a causa della ridotta popolazionelidadipociti. Sono necessarie ulteriori
analisi per determinare le modificazioni causatéadsenza di NG2 nella quantita e nella
distribuzione dei suoi ligandi qudlil integrine e collagene V e VKédoya et al, 2008

Le caratteristiche del muscolo scheletrico non sstabe studiate prima d’ora e il loro
studio e I'obiettivo di questa tesi.

26



SCOPO

Il collagene VI & una proteina della matrice exeétdare costituita da tre catend, a2 ed
a3, codificate dai geni COL6AL1, COL6A2 e COL6A3. Maioni a carico di questi geni
determinano nell’'uomo la miopatia di Bethlem, latdifia muscolare congenita di Ullrich
e la miosclerosi congenita.

Come modello di tali patologie sono stati utilizzabpi knock-out privi del gene COL6A1
creati da un gruppo di ricercatori dell'universittPadova Bonaldo et al, 1998 Questi
topi, oltre a essere privi del collagene VI nellatnte extracellulare, presentano difetti
delle fibre muscolari. Sono state rilevate mare@atemalie dei mitocondri, dilatazione del
reticolo sarcoplasmatico e nuclei centrdliw{n et al, 2003. Vari studi dimostrano
I'esistenza di una disfunzione mitocondriale lageche provoca depolarizzazione dei
mitocondri ed induce apoptosi delle fibre. L'utdz della ciclosporina A (CsA) che agisce
sul poro di transizione della permabilita mitocaallr (PTPM), ha suggerito un possibile
trattamento anche per 'uomblérlini et al, 2008.

Per contribuire alla conoscenza del meccanismogpattico nel quale € implicato il
collagene VI e nel tentativo di sviluppare un’ipotper spiegare la via di segnale che dalla
matrice porta alla disfunzione del reticolo sarespiatico e del mitocondrio, all’apoptosi
ed ad eventuali altri processi coinvolti nella degrazione muscolare abbiamo analizzato
anche animali knock-out per il proteoglicano NG2 @& uno dei maggiori partner del
collagene VI. Il confronto tra le caratterizzazictgli animali Col6al ed NGZ" ci
permette quindi di indagare se NG2 rappresentaidadv mediazione degli effetti
intracellulari dovuti alla mancanza del collagene V

Per raggiungere tale scopo, il programma sperinergastato suddiviso in due fasi
separate che prevedono la caratterizzazione deigtiaéi Col6al” ed NG2~ in vivo, ex
vivo edin vitro.

Si e pensato dapprima di saggiare I'integrita dellembrana con il colorante vitale blue
Evans che permette di rilevare, evidenziandole amarazione blu, le fibore muscolari il
cui sarcolemma ha subito un danno. Si é passatdgall’analisi dei parametri funzionali
della contrazione muscolarie vivo quali:sviluppo di forza (Grip test) e sviluppo ldel
forza massimale del gastrocnemio stimolato perngavosa. Si € passati poi ad una
valutazioneex vivo meccanica dei muscoli interi diaframma, EDL eespkelettroforesi dei
muscoli interi ed analisi istochimiche. Infine @arere un quadro completo si &€ pensato di
continuare indaginén vitro analizzando i transienti di calcio su singole dilii FDB,
I'elettroforesi di singole fibre di FDB e le analisismunocitochimiche

Alla fine del programma ci si aspetta di aver cidmito alla caratterizzazione

fisiopatologica dei muscoli scheletrici nei topil6al” ed NG2" per valutare I'eventuale
sovrapposizione degli effetti. In questo modo sirr@bbero chiarire i meccanismi
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patogenetici responsabili della generazione deiatiia nel modello murino e contribuire
alla comprensione della patogenesi delle patologiane.
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MATERIALI E METODI

1. 11 modello murino

Il topo viene utilizzato come modello per lo studlo numerose patologie umane. Cio
deriva dal fatto che tale organismo condivide digercaratteristiche fisiologiche e
anatomiche con lI'uomo: gran parte dei geni umanomaloghi funzionali nel topo e in
molti casi il fenotipo di un difetto genico € molgimile fra uomo e topo. Questo
mammifero € adatto per studi di funzione genicgremde scala e grazie alle sue ridotte
dimensioni, nonché alla capacita riproduttiva eéesiensiva storia di studi di genetica
classica e molecolare, e diventato I'organismo oger eccellenza.

Per analizzare la funzione e la relazione tra llagene VI ed il proteoglicano NG2
vengono presi in esame i rispettivi modelli murknock-out (ko) e animali inbred
controllo (wild type: wt) .

In questa tesi vengono utilizzati:
- animali wt ceppo C57BL/6 N e ceppo C57BL/6 J
- animali ko per collagene VI: Col641
- animali ko per proteoglicano NG2: NG2

Gli animali, secondo le leggi della GLB (Good Ladtory Practice) codificate a livello
europeo, hanno alloggi confortevoli ed igienichaied acqua adeguati. Sono mantenuti ad
una temperatura standard (20-22°C) e con 12 ohecdie 12 ore di buio. Inoltre si evita
loro dolore e sofferenze non necessarie e vengocisiun modo umano ed indolore.

1.1. C57BL/6

Il topo C57BL/6, noto anche come C57 black 6, é deigpiu utilizzati nella ricerca e nello
sviluppo di animali mutanti. E’ classificato com#ied in quanto deriva dall'incrocio di
almeno venti generazioni tra consanguignei. In ue®do possiede uniformita genetica e
fenotipica ed e utilizzato come background per pgmeticamente modificati. Infatti le
femmine vengono solitamente utilizzate come dociagmbrionali. La blastocisti del
C57BL/6 e usata come recettrici delle cellule statiembrionali quando viene creato un
knock-out.

In questo lavoro vengono utilizzati come wild typ&7BL/6 sia del ceppo europeo (N) che
del ceppo americano (J). A parte la differente pre@nza, non sono note differenze.
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1.2. ColVia1l™”

Un gruppo di ricercatori dell’'Universita di Padodigetti dal prof. Bonaldo Paolo € riuscito
a creare un ceppo murino che non esprime collagéservendosi della tecnica del gene
targeting, una forma di mutagenesi mirata, basaltansroduzione in cellule embrionali
staminali (ES) di costrutti contenenti cassetteedehabili. Tali costrutti, una volta
introdotti, comportano modificazioni sito specifechel genoma mediante ricombinazione
omologa Bonaldo et al, 1998

Per creare il ceppo che non esprime collagene $fato inserito un vettore targeting,
contenente una cassetta per la resistenza allaiciaamnel secondo esone del gene
COLB6A1, al fine di inattivare tale gene nelle E®&mompendo la sequenza codificante per
la catenaxl al sessantaseiesimo amminoacido (Figura 16).
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Figura 16: Vettore per gene targeting (immagine costruttdificata daBonaldo et al, 1998

Il costrutto e stato introdotto con elettroporag@nsi e verificato I'effettivo knock-out con
Southern blot. Il taglio enzimatico con I'enzimardstrizione Dral ha differente pattern.
Nei wild type c’é una sola banda di 5,6 Kb men&ekonck-out c’e una banda addizionale
di 6,8 Kb. Le cellule ES vengono introdotte in Iessti per ottenere topi chimera FO.
Mediante opportuni incroci tra animali eterozig(®iouthern blot con due bande) e stato
possibile ottenere topi omozigoti mutanti fertilicen sviluppo apparentemente normale.
Analizzando 'RNA estratto dai fibroblasti embridnaei topi konck-out non veniva
rilevata la presenza dellmRNA dil(VI) con l'analisi mediante Northern blot. La
mancanza di tale specie di mMRNA non influiva suelli di espressione di2(VI) e
o3(VI1). L'assenza della catensdl, pero, portava ad un mancato deposito dellaatefita

di collagene VI nell’ ECM ed alla degradazione dalatene proteiche2 eda3 (Bonaldo

et al, 1998.

| topi knock-out sono vitali e fertili. All'esamestologico, i topi omozigoti mutanti

presentano alterazioni nel muscolo scheletrico segni di miopatia come apoptosi
muscolare e pronunciata variabilitd del diametrifedi#&bre. Le piu gravi alterazioni sono
state rilevate nel diaframma e, anche se con mifieqpienza, dimostrano alterazione i
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muscoli intercostali, gli obliqui esterni, i musc@ddominali e il muscolo femorale.
Modificazioni muscolari sono anche rilevabili neghimali eterozigoti dove si presentano
con minore gravita dal momento che la produzioneallagene & solamente dimezzata
(aploinsufficienza genicaBpnaldo et al, 1998

1.3. NG2”"

Un gruppo di ricercatori americani dell’istituto Binam € riuscito a creare un ceppo
murino che non esprime il proteoglicano NG2 seresndella tecnica del gene targeting,
una forma di mutagenesi mirata, basata sull’inteoghe in cellule embrionali staminali
(ES) di costrutti contenenti cassette selezionafiali costrutti, una volta introdotti,
comportano modificazioni sito specifiche nel genomediante ricombinazione omologa
(Grako et al, 1999

Per creare un topo NG2 knock-out e stato utilizabhteettore targeting indicato come

pBX6neopADT-A (Figura 17 A). Per bloccare I'espiesg del proteoglicano NG2 ed

ottenere una selezione positiva delle cellule ESstada inserita una cassetta per la
resistenza alla neomicina (Neo) interrompendo tpueeza codificante nel terzo esone.
Questo vettore possiede inoltre, per una selezimyativa, il gene della Tossina A

Difterica (DT-A) all’estremita 3'.

Sal Sac Bam Bam Xho

A igg 1t 1 o PEENsopALA
Neo DT-A
(1] 1 2 3 4 5 ] T 8 ] 10 11 12 kb
I I I I | | | I I | | | |
Sal Sac  Bam M2MIN Rho St Bam

B_ L 1 | e 1 1 |
| o | |
| | |
r_-l' L ol | |
|

9.0k

|
| 5.5kb
|
|
I

Figura 17: Vettore per gene targeting (modificata@eako et al, 199p
Il costrutto e stato introdotto con elettroporagionella linea cellulare R1 ES. Si e
verificato I'effettivo knock-out delle colonie ottate, resistenti alla neomicina, mediante la
tecnica Southern blot. Il taglio enzimatico con gizimi di restrizionéSad e BanHl ha
permesso di identificare, a seguito dell'ibridazooon sonda M2/MIll, frammenti di
differente lunghezza nelle colonie wild type e kkooit. Nei wt si e rilevato una banda di
5,5 kb dopo taglio enzimatico c@ad e di 9,0 kb per mezzo dell’enzinanH| (Figura
17 B.). Le cellule ko, contendenti la cassettalpereomicina di 1,1 kb, a seguito del taglio
enzimatico corSad hanno evidenziato un frammento di 6,6 kb. A cadesléa presenza di
un sito addizionale péanHI nella cassetta neo, la digestione &mH| ha evidenziato
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due bande rispettivamente di 1,8 e 8,3 kb. Sofeaihmento di 8,3 kb é indicativo del
corretto targetingGrako et al, 1999

Le cellule ES, che soddisfano le suddette caratiee, vengono introdotte in blastocisti
C57BL/6 impiantate in femmine CD-1. Mediante oppartincroci tra animali eterozigoti
e stato possibile ottenere topi omozigoti. L'assemel proteoglicano NG2 e stata
ulteriormente indagata con la tecnica dellImmumwdiohg (Grako et al, 1999

| topi ko sono vitali e fertili e non presentandfelienze fenotipiche evidenti rispetto ai wit.
Numero di progenie, peso alla nascita, sviluppdnatale, organogenesi sono comparabili
ai topi wt. Per questo motivo sono stati sottopadtiulteriori analisi, in seguito riportate,
per definire quali conseguenze siano causate dalacata espressione del proteoglicano
NG2 nei topi knock-out a livello muscolare.

2. Analisi in vivo

2.1. Iniezionedi blue Evans

L’Evans-blue (EBD) o blue Evans €& un colorante lgitatilizzato per evidenziare la
presenza di fibre muscolari danneggiate nel musioddvo. L'Evans-blue viene sciolto in
PBS e la soluzione viene sterilizzata medianterafiibne. La concentrazione per
I'iniezione e 0,5 mg di EBD/ 0,05 ml PBS (0per 10 g di peso del topo). La soluzione
viene iniettata nella cavita addominale (iniezionetraperitoneale) dell’animale
precedentemente anestetizz&@tdub et al, 1997

Il blue Evans iniettato nel circolo si combina cbalbumina sierica, usandola come
trasportatore, e diffonde nei tessuti extravascaato a seguito di un danno della
membrana evidenziando quindi un difetto della pafiga (Hamer et al, 2002

E’ necessario attendere 8 ore per permettere atartte di andare in circolo, raggiungere i
muscoli, e nel caso il sarcolemma abbia persoeynta, entrare nelle fibre muscolari
(Hamer et al, 200R

L’animale viene infine sacrificato tramite somminézione di CQe si procede al prelievo

dei muscoli di interesse.

2.2. Analisi dellaforza muscolare: grip test

Il grip test & un saggio che permette di misurardokza esercitata dal topo in vivo e

determinare eventuali deficit funzionali o l'effda di un eventuale trattamento. Il grip
test permette di analizzare la forza della strdd#fhe zampe anteriori del topo facendo
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affidamento sulla presa istintiva dell’animale gdené tirato gentilmente per la coda
(Maurissen et al, 2003

Si permette al topo di aggrapparsi ad una grigkdaitica, orizzontalmente posta, e lo si
tira delicatamente, per la coda, dall'alto versbatso fino a che I'animale lascia la presa
(Figura 18). Tale operazione viene ripetuta piuterdlalmeno cinque). La griglia e
collegata ad un trasduttore (TRANSBRIDGE WPI TBM#)sua volta connesso ad
un’interfaccia che manda il segnale di forza, nasuin volt, al computer.

Figura 18: Set-up sperimentale per misura della forza

Il programma Spike2 permette di acquisire i ddatrei all’esperimento in forma digitale e
successivamente di analizzarli. Si misurano quindialori di almeno cinque picchi

registrati e se ne ricava il valore medio. La metke forze viene quindi normalizzata in
base al peso dell’animale.

2.3. Analisi ddllaforzain vivo

Per effettuare le misure di formavivo, gli animali vengono anestetizzati con una miscela
di anestetico costituito da Xylor e Zoletil (dilaifL:5 in una soluzione fisiologica sterile).

Le estremita di due fili elettrici flessibili (AS32, Cooner Sales Wire Co., Chatsworth,
CA, USA) di acciaio con l'isolante Teflon rimosserg@-2,5 mm vengono posizionati ad
entrambi i lati del nervo sciatico fissandoli, &cai 1 centimetro di distanza dal nervo
sciatico stesso, con un filo da sutura di seta.sQulemo e posizionato al di sotto di un
piccolo nodo, fatto precedentemente sulla partetsalel filo elettrico, per evitare che si
sfili durante i protocolli di stimolazione. Per diare solo il flessore del plantare viene
tagliato il nervo peroneo e lasciati i flessori sir durante la stimolazione. La
stimolazione viene effettuata generando con lo ddatore (Grass S88) un impulso
unipolare. Il voltaggio di stimolazione € messousdvalore sopramassimale, ma tale da
evitare una stimolazione diretta del muscolo. Réaee I'ipotermia causata dall’anestesia i
topi vengono posizionati sopra una piastra termpmamantenere la temperatura corporea
costante durante tutto I'esperimento.
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Per controllare il carico sul muscolo si fissa canotto il piede dell’animale al braccio di
una leva connessa all'asse di un motore (Aurorariic, model 305 LB-R). La zampa
viene completamente fissata bloccando fermamegiaakchio tra due viti (Figura 19 )

| protocolli di stimolazione vengono controllatircan computer attraverso un convertitore
analogico digitale (Aurora Scientific Instrumentsato per verificare I'escursione della
pianta del piede per l'erogazione dello stimolo. mesure di forza sono state fatte
campionando i segnali alla frequenza di 1 kHz.

COMPUTER +
METRABYTE
DASH-8 A/D
DAC-02 DrA
BOARDS

LENGTH-IN SYNC:INTD

PULLEY
WITH WIRE

310
LINEAR [T
MOTOR

GASTROCNEMIUS
WITH IMPLANTED
FOOTPLATE WIRES

Figura 19: Set-upsperimentale per la misura della forza

L’acquisizione dei dati, il controllo dell'erogazie dello stimolo e l'escursione della
pianta del piede vengono effettuati dal softwardo\Mliaw. L’analisi dei dati viene
effettuata usando il software DMA (Labview) (Aurd@aientific Instruments).

Il primo set di stimolazioni viene applicato perteteninare le caratteristiche della forza-
frequenza di ciascun muscolo gastrocnemio anatizZait passa da stimoli singoli ben
distanziati a treni di stimoli a frequenza creseeotsi da ottenere prima twitches, poi
tetani parzialmente fusi e poi tetani fusi.

Si procede poi a indurre contrazioni eccentriclo@ @ontrazioni tetaniche con una fase di
allungamento. Per determinare se la contrazionengéca avviene in un range fisiologico,

vengono misurate forze tetaniche isometriche (1@p alquattro lunghezze del muscolo
misurando il range totale durante il movimentoad&diva nel corso delle serie eccentrica.

Per escludere l'effetto della fatica ogni muscoiene sottoposto ad una serie di 20
contrazioni isometriche a 100 Hz per 0,6 secondiuwdata con intervalli di riposo di 20
secondi. Anche il pattern di stimolazione ecceatdonsiste di un tetano di 100 Hz per 0,6
secondi ogni 20 secondi. Quando la forza raggidadgase di plateau del tetano, 200 ms
dopo l'inizio della stimolazione, la leva viene iadta a 40 mm/s per 0,12 secondi
causando un aumento della lunghezza del gastroongmima di ritornare alla sua
posizione iniziale 300 ms dopo la fine dello stimdDuesto protocollo viene ripetuto ogni
20 secondi.
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Il muscolo gastrocnemio viene poi dissezionato gafge per normalizzare i1 dati ottenuti
dall'analisi della forzan vivo.

3. Analisi ex vivo

3.1 Prelievo dei muscoli diaframma, EDL, soleo, gastrocnemio, tibialeed FDB

| topi vengono sacrificati per dislocazione cerléca i muscoli dissezionati con l'aiuto di
uno stereomicroscopio (KONUS CRISTAL 98).

I muscoli diaframma, EDL e soleo vengono utilizzagir analizzare la forza sviluppata
durante la contrazione isometriea vivo Una volta prelevati, i muscoli vengono fissati
mediante microspilli su una piastra Petri con fomaasilicone (Sylgard® 184 Silicone
Elastomer: Down Corning) contenente una soluziaii@a di Krebs (Glucosio 11,1 Mm;
Solfato di magnesio 1,2 mM; Potassio fosfato mosmoal,1 mM; Cloruro di potassio 4,7
mM; Cloruro di sodio 118 mM; Bicarbonato di sodid &@M; Cloruro di calcio 2,5 mM)
ossigenata insufflando una miscela da095% con CQ@al 5%.

I muscoli in esame (EDL completo, soleo completotili strisce di diaframma), immersi
nella Petri contenente soluzione Krebs, vengonatiedle estremita con del filo da sutura
per essere successivamente montati sul set-uprepeéle.

Il muscolo flessore breve della dita (FDB) vieneliagato per le analisiin vitro
(caratterizzazione dei transienti di calcio su sladibre e indagini immunocitometriche).
Dopo la dissezione il muscolo viene immediatamg@aigo in una piastra Petri con fondo
in silicone contenente una soluzione di Tyrode (NED mM; KCI 2 mM; CaGl 0,5 mM;
MgCl, 2 mM; HEPES 10 mM; glucosio 5 mM).

Da altri animali, sempre sacrificati con dislocamaervicale, vengono prelevati i muscoli
diaframma, EDL, soleo, gastrocnemio e tibiale penaliai istochimiche,
immunistochimiche e di microscopia elettronica. fr@parazione di tali campioni viene
descritta in seguito nel paragrafo: Preparazioo@nservazione dei campioni.

3.2. Analisi della forza muscolar e su muscoli interi

I muscoli legati, una volta trasferiti nel set-wmgngono montati tra due ganci. Il tendine
prossimale e assicurato ad un gancio che, att@versvimenti controllati con un
micromanipolatore, permette di modificare la lurggee del muscolo mentre il tendine
distale e connesso al trasduttore di forza (AME :8@&sjeselkapet Mikkroelektronik,
Norway) per rilevare la forza prodotta. Il bagno p#rfusione (2 ml) € riempito con
soluzione KREBS gorgogliata con una miscela ge@QG mantenuta alla temperatura di
25°C (Figura 20 A).
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Figura 20: Set-up meccanica su muscoli interi

Il muscolo viene allungato moderatamente e si tegis sua risposta (twitch) a singoli
stimoli di intensita crescente per determinaredglia di eccitabilita e il livello a cui la
risposta € massimale. Si passa poi a stimolazipeiitive a treni in grado di indurre una
risposta fusa (tetano) e la lunghezza del musca@lggiustata fino ad ottenere la tensione
tetanica massima (Lo). Il muscolo e quindi stimmledn un ambito di frequenze crescenti
(5, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 120 Hz), per 500 mwuag. Le stimolazioni sono distanziate
fra loro cosi da evitare la fatica.

Infine il muscolo e stimolato alla frequenza neeessa produrre la massima forza
tetanica. Le stimolazioni della durata di 0,5 gjuresto caso sono distanziate tra loro di soli
1,5 s (duty ratio 1:4), poiché lo scopo e verificda resistenza muscolare alla fatica,
sottoponendo il muscolo ad uno sforzo continuo 120 secondi. La percentuale del
rapporto tra la forza sviluppata dopo 120 seconduella registrata al tempo zero, ci
fornisce una stima della resistenza muscolarefatilea.

L'output del trasduttore di forza (volt) € convestdal convertitore A/D in segnali digitali
inviati al computer dove vengono registrati medaihiso del programma Spike2 (Figura
21). La forza sviluppata ad ogni frequenza di stamone € normalizzata in relazione
all'area della sezione traversa del muscolo ottdo@osi una tensione (mMN/mMm
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Figura 21: Esempio di registrazione di twich e tetano

Una volta terminata I'analisi dei muscoli questingeno prelevati dal miografo
sperimentale, pesati dopo aver rimosso le estreteidinee e posti direttamente in
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eppendorf con 10Ql di soluzione Laemmli (Tris pH 6.8 62,5mM; Glicewal0%; SDS
2,3%; E-64 0,1%; Leupeptina 0,1%) e mantenuti 2C2fino al momento dell’analisi
elettroforetica.

3.4. Deter minazione proteica campioni in esame

I muscoli analizzati nella meccaniea vivo(diaframma, EDL e soleo) vengono utilizzati
per determinare la concentrazione proteica deewffti campioni. Il metodo utilizzato e
quello di Folin-Lowry Lowry et al, 195).

Gli ioni rameici, in ambiente alcalino, danno luogtla formazione di un composto
colorato in viola-porpora reagendo con le proteingarticolare con i gruppi carboamidici
delle proteine per formare un complesso Cu-proteBwcessivamente per aggiunta del
reattivo Folin-Ciocalteu, si ha la riduzione detido fosfotungstico e dell'acido
fosfomolibdico a blu di tungsteno e di molibdenia, &d opera del complesso Cu-proteina,
che degli amminoacidi aromatici (tiroxina, triptotg della proteina stessa.

Si preparano 8 eppendorf con concentrazione cresoata (0; 1; 2,5; 5; 10; 25; 50; 100
ug) di BSA (siero albumina) per costruire la curvaatatura. In altre eppendorf, tante
quante i campioni da esaminare, si pongonpl 8lel campione. In ogni eppendorf si
mettono 20ul di soluzione SDS 7% ed B per raggiungere un volume di 200 Si
preparano le soluzioni A (1 g di M20; in 50 ml di NaOH 0,1 N) BA (Tartrato di sodio
2%) e BB (CuS@1%). La soluzione A dev’essere sempre fatta freScaggiunge quindi
nelle eppendorf 1 ml di soluzione D (50 ml di satune A con 0,5 ml di soluzione BA e
0,5 ml di soluzione BB). Si attendono 10 minuti.a§giungono poi in ogni eppendorf 100
ul di reattivo Folin-Ciocalteu (SIGMA) e si attendo30 minuti ponendo i campioni al
buio. Successivamente 1 ml di ogni eppendorf vigeéevato e posto in una cuvetta per la
misurazione con lo spettrofotometro a 750 nm. Gg@ragramma GraphPad Prism dalla
concentrazione nota di BSA ricaviamo la concentrazidei campioni in esame. Nelle
analisi elettroforetiche successive vengono carig@tug di proteine totali di ciascun
campione.

3.5. Analisi elettroforetica delle proteine muscolari

L’elettroforesi € una metodologia di laboratoriceghermette la separazione di molecole
cariche (proteine o acidi nucleici) in base alleoloapacita di migrare differentemente se
poste in un campo elettrico. Gli acidi nucleiciricati negativamente, migreranno in
direzione dell'anodo; le proteine si muoverannoratazione alla loro carica netta. In
questa tesi viene utilizzata la metodica SDS-PAGEvplutare la differente composizione
delle catene pesanti della miosina: MHC (Myosin We@hain) nei campioni di muscolo
analizzati nella meccaniex vivo
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3.5.1. Elettrofores su gel di poliacrilamide

La tecnica elettroforetica su gel di poliacrilamide presenza dell’agente denaturante
anionico sodio dodecil solfato (SDS), viene comueeta chiamata SDS-PAGE. In questo
sistema la velocita di migrazione delle proteirferezione solo del loro peso molecolare e
non dipende dalla carica netta delle stesse comesiggmi elettroforetici che non
prevedono l'uso di detergenti ionici. Vengono atikti gel discontinui e si ottengono in
questo modo bande elettroforetiche piu definiteprimo gel che le proteine incontrano
durante la migrazione é detto stacking ed e cdstitla un setaccio molecolare piu grande
che permette al materiale proteico di concentradsientrare contemporaneamente nel
secondo gel, detto gel di corsa o resolving gel, glssedendo una maglia piu fitta,
permette la reale separazione.

Per la separazione delle MHC si utilizza un gelpdliacrilamide all’'8% seguendo |l
protocollo di Talmadge e Royélmadge and Roy, 1993

Si prepara innanzitutto il gel resolving (Acrilarai@isacrilamide 8%; Tris pH 8.8 200
mM; Glicina 100 mM; Glicerolo 30%; SDS 0,4%; Ammonper solfato 0,1%; TEMED
0,05%). | gel (due per ogni corsa elettroforeticapgono preparati facendo percolare la
soluzione in uno “stampo” costituito da due lastirgetro (dimensione 15*10 cm) separate
da degli spaziatori in plastica di 1 mm (Figura #83ati con un sottile film di grasso di
silicone per alto vuoto. Si versa la soluzione fand,5 cm dal bordo superiore delle lastre,
si aggiunge un leggero strato d’acqua bi-distillakee isola la soluzione dall’'ossigeno
atmosferico e comprimendo il bordo superiore delgesnde piu uniforme. Si attende per
un’ora.

L

Figura 22: Assemblaggio vetri e preparazione apparato efetetico

Trascorso il tempo necessario per la polimerizzez® elimina 'acqua per mezzo di carta
da filtro e si versa la soluzione di stacking (Aamide:Bisacrilamide 4%; Tris pH 6.7 70
mM; EDTA 4 mM, Glicerolo 30%; SDS 0,4%; Ammonio psolfato 0,1%; TEMED
0,05%).

Per creare i pozzetti di caricamento si inserisconmediatamente dei pettini nel lato
superiore (Figura 22) e si attende anche in questo un’ora.
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Ogni campione viene preparato caricandoug0di proteine totali in 2Qul di buffer di
caricamento (Tris pH 6.8 62,5 mM; Glicerolo 10%pBofenolo Blu 0,01%; SDS 29%3-
mercaptoetanolo 5%). Le eppendorf vengono quingdtgopm un bagnetto a 70°C per 5
minuti in modo da permettere al’'SDS di legarsegtiroteine e a-mercaptoetanolo di
rompere i legami disolfuro denaturando le prot@maricandole negativament€ohn and
Myburg, 2008.

Una volta polimerizzato anche il gel stacking,adgono i pettini e si lavano i pozzetti con
il buffer upper di corsa (diluizione 1:5 della solone madre di running buffer: 30,275 gr
di Tris; 28,151 gr di Glicina e 2,5 gr di SDS inwolume di 500 ml). Nel caricamento dei
campioni vengono lasciati vuoti (solo 20 di buffer di caricamento) i pozzetti alle due
estremita, per evitare artefatti dovuti al campitaco non uniforme ai bordi delle lastre.

Si monta I'apparato elettroforetico, posizionandeeiri nel loro supporto all'interno della
vaschetta (Figura 22). Si versano la soluzione umos aggiunta di 80Qul di B-
mercaptoetanolo (agente riducente) nello spaziersue tra i due vetri e la soluzione
lower (diluizione 1:10 di soluzione madre di rurmiouffer) all’interno della vaschetta.

La vaschetta per 'elettroforesi viene collegatauadalimentatore EPS 601® (Amersham
Pharmacia Biotech) ed € mantenuta a 4°C per tutemipo della corsa. | parametri di

corsa utilizzati sono i seguenti: 70 V costantofan quando i campioni non attraversano |l
gel stacking e successivamente 140 V costantipéotale di 40 ore di corsa.

3.5.2. Colorazione gel elettroforetici ed analisi densitometrica

Dopo la corsa elettroforetica i gel vengono disadsati dai vetri di supporto, si elimina lo
stacking, si taglia I'angolo in alto (corrisponderdl primo pozzetto) e si procede alla
colorazione con Comassie Blue (Comassie Blue 0,09#%tanolo 50%; Acido acetico
10%). Dopo almeno 1 ora si puo procedere alla deanlone con la soluzione destain
(Metanolo 40% e Acido acetico 7%) ed evidenziar® t® posizioni che hanno assunto le
differenti isoforme della catena pesante della meslurante la separazione avvenuta per
mezzo della corsa elettroforetica (Figura 23).

— e
<— MHC 2X
s A3

-

| ——— <— MHC 2B
| ——— — “— MHC1

Figura 23: Esempio di separazione elettroforetica delle isaodelle MHC evidenziata con colorazione
Comassie Blue su due campioni di muscolo intero
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Per essere conservati i gel vengono disposti ssupporto rigido tra due fogli di Gel
Dryer Cellophane e fatti seccare. Una volta adcsitprocede con l'acquisizione delle
immagini e la loro analisi. | gel ormai asciuttifatti, vengono digitalizzati utilizzando lo
scanner (EPSON PERFECTION V350 PHOTO) con unauzsmhe di 360 dpi. Si
modificano le immagini acquisite in scala di gregsi invertono i colori. Le varie bande,
cosi evidenziate, vengono quantificate con il ppogna Adobe Photoshop e viene definito
un valore BAP (Brightness Area Product) dato daldptto della luminosita per l'area
della banda stessa.

Ogni campione viene analizzato in due corse efetietiche differenti e si tabulano i
valori di BAP. Per le varie isoforme della cateremsante della miosina rilevate. Da questi
dati, per ogni muscolo di ciascun animale, si ricda percentuale relativa di ciascuna
isoforma sul totale delle MHC presenti.

Le principali isoforme espresse e da noi consideratdicate dall’alto verso il basso
rispettando 'ordine di velocita crescente nelgettroforetico (Figura 23), sono:

-  MHC 2A: isoforma veloce 2A tipica di fibre con ctmistiche intermedie ovvero
veloci ma con capacita di metabolismo sia ossidatifie glicolitico e quindi
resistenti alla fatica

- MHC 2X: isoforma veloce 2X tipica di fibre velocor metabolismo glicolitico e
quindi faticabili

- MXC 2B: isoforma veloce 2B e la piu veloce, sinaléa 2X, e presente solo negli
animali di piccola taglia

- MHC 1: isoforma lenta e resistente alla fatica mpeerito del metabolismo
ossidativo §chiaffino and Reggiani, 1996 ; Reggiani and Masltay 2004

3.6. Istologia, istochimica ed immunoistochimica su sezioni di muscolo

L’istologia € lo studio della morfologia microscopidei tessuti, I'istochimica analizza la
composizione chimica delle strutture dei tessutidgici attraverso metodi microscopici
mentre I'immunoistochimica € una metodica di labania che sfrutta le reazioni del tipo
antigene-anticorpo.

3.6.1. Preparazione e conservazione dei campioni

Dopo aver prelevato i muscoli diaframma, EDL, solgastrocnemio e tibiale si effettuano
vari procedimenti per conservarli inalterati nehp. Infatti i muscoli appena dissezionati
non sono in grado di sopperire alle necessita didilee muscolari che per vivere
necessitano di nutrienti esogeni, di ossigeno,ednali biochimici e devono in qualche
modo portare fuori i prodotti di scarto. Quindi maiitare la degradazione del campione é
necessario fissarlo o congelarlo.
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I metodo di congelamento utilizzato e quello deledze drying (congelamento-
essicazione) che permette la conservazione delioamp basse temperature, utilizzando
I'isopentano immerso in una soluzione di azotoitiguche consente di portare il campione
repentinamente a temperature non inferiori ai -78°C

Il muscolo dissezionato viene immerso in un mezzmahtaggio OCT (Tissue-Tek OCT
Compound), costituito da una soluzione acquosécdohapolivinilico e polietilenglicole, e
posizionato su un quadratino di polistirolo (20*8@im) ricoperto con carta da lucido
semitrasparente.

Si procede quindi a bloccarlo posizionando a loveléi tendini prossimali degli spilli, in
modo che le fibre muscolari siano il piu possilpiégallele tra loro.

In un becker si versa l'isopentano che va poi inemeén azoto liquido nel quale verranno
posti i muscoli per 15-30 secondi. Una volta cdatjezanno mantenuti a -80°C fino al
momento del taglio.

Il campione congelato viene tagliato in sezioni raeté il criostato, che € un microtomo
congelatore in quanto situato all'interno di unameaa refrigerata con temperatura
regolabile fino a -40°C. La fetta ottenuta vienstela, con l'ausilio di un pennello sottile,
ed appoggiata ad un vetrino portaoggetti che amenmer differenza di temperatura. |
vetrini possono essere mantenuti a -20°C per leesisove analisi.

Per la microspia elettronica i campioni prelevangono lavati in PBS (NaCl 0,138 M;
KCI 0,201 M; NaHPO, 2,13 M; KHPQO, 0,0015 M) e bloccati con degli spilli su una
petri con il fondo in silicone in modo che le fibmeuscolari siano il piu possibile parallele
tra loro e non contratte per facilitare la fasecessiva di fissaggio con gluteraldeide. |
muscoli vengono immersi per tre ore a 4°C in unazone di gluteraldeide (SIGMA)
0,5% diluita in tampone fosfato 0,1 M. Successivai®e muscoli vengono lavati con
tampone fosfato 0,15 M. Il tampone fosfato 0.2 Mné preparato aggiungendo alla
soluzione A (17,99 g di NEIPO*2H,0 in 500 ml di HO) la soluzione B (68,99 g di
NaH,PO*H,0 in 250 ml di HO) fino al raggiungimento del pH 7,2+7,4 e solo
successivamente diluito.

| campioni sono, quindi, inviati all'lTOI-CNR di Bogna dove vengono trattati con acido
tannico al 2% diluito in tampone fosfato 0,1 M ey essere disidratati in etanolo ed
inclusi in resina Epon E812. Successivamente semltmasottili sono colorate con citrato
di piombo e acetato di uranile ed osservate corras@opio elettronico a trasmissione
(vedi paragrafo: Microscopia elettronica a trasiiss)
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3.6.2. Metodi per leanalis istologiche, istochimiche ed immunoistochimiche

Sui vetrini ottenuti si pud procedere con differesdlorazioni ed alla loro osservazione
con microscopio ottico o a fluorescenza.

Nella colorazione Ematossilina-Eosina, I'ematosailidetta anche emallume di Mayer,
colora in blu violaceo le componenti cellulari céwe negativamente mentre I'eosina colora
di rosso-rosato i componenti carichi positivameRngono evidenziati in questo modo i
nuclei pit scuri sul citoplasma chiaro.

Il vetrino viene immerso in alcol 95° per 5 minat altrettanti in acqua. Successivamente
in Ematossilina per 5 minuti, in acqua corrente J@minuti e in Eosina per 1 minuto. Si
lavano quindi velocemente con alcol 95° e si fadne passaggi da 3 minuti in alcol
assoluto e due passaggi da 3 minuti in xilolo.n@fsi montano nel mezzo di montaggio
Eukitt® (Bio-optica).

Nella colorazione SDH specifica per i mitocondmgeno evidenziate con colorazione blu

scuro le fibre di tipo 1, che contengono un elevatmero di mitocondri, e in modo tenue

le fibre di tipo 2, che ne contengono un numerott@o assai ridotto.

La succinico deidrogenasi (SDH) € un enzima mitdcate che normalmente catalizza la

conversione del succinato a fumarato nel ciclo délbs. Questa reazione pud essere
condotta con un eccesso di succinato di sodiosestéma della citocromo ossidasi puo

essere indotto a ridurre il sale tetrazolium (écomposto solubile usato in istochimica

come indicatore di reazioni redox) in un composgolubile blu o viola.

Il vetrino viene incubato a 37° con una soluziopec#ica (precedentemente reidratato
nella soluzione di riprestino) per 45 minuti. Sussteamente si fanno 3 lavaggi con acqua
bi-distillata, si fissa con formalina 10% per dieainuti, si risciacqua con etanolo 15% per

dieci minuti e si monta il coprivetrino.

La colorazione per il mioadenilato deaminasi (AMPDMAD) permette di distinguere a
seconda dell'intensita della colorazione le fibietido 1 e di tipo 2. La mioadenilato
deaminasi € un enzima comune del muscolo scheletric

Il vetrino viene incubato a 37° con una soluziopec#fica (precedentemente reidratata
nella soluzione di riprestino) per un ora. Suceessente si fanno 3 lavaggi con acqua bi-
distillata, si passa attraverso passaggi in aced®e, 60% e 90%, si disidrata in alcool
assoluto e si monta su una base xilenica.

La colorazione tricromica secondo Gomori permetistirdcione del muscolo e dei
componenti del tessuto connettivo infatti si possemidenziare le “ragged red fiber” in
caso di mitocondri subsarcolemmali modificati. &otiente il muscolo si colora di blu e
connettivo con collagene di verde. Le sezioni velogmmerse in acqua bi-distillata per
10 minuti, si fa primo passaggio con Ematossilirertd per 3 minuti e dopo un breve
lavaggio in acqua distillata si aspetta viraggion gcqua corrente. Si utilizza poi la
soluzione tricromica di Gomori per 20 minuti e dagoeer lavato in acido acetico 0,2% si
disidrata in etanolo 95% e si monta vetrino.

42



La citocromo ossidasi € un enzima integrale dekanibrana interna mitocondriale e ed é
coinvolto nella catena respiratoria. Tale coloragipermette di distinguere le fibre di tipo
1 che si colorano piu intensamente delle fibrepdi 2. La colorazione € positiva se le fibre
vengono evidenziate con colore beige. Il vetrinenei incubato a 37° con una soluzione di
COX (precedentemente reidratata nella soluzione rigrestino) per un ora.
Successivamente si fanno 3 lavaggi con acqua bilats, si disidrata a partire da etanolo
90% ed infine si monta su una base xilenica.

L’immunostaining con anticorpo diretto verso unatpma permette di rilevarne la sua
distribuzione. A questo scopo, i campioni immolziéi sui vetrini vengono
permeabilizzati con la soluzione di permeabilizaaei (Triton X-100 al 1% in PBS) e
mantenuti a 4°C per 20 minuti. Dopo tre lavagglizzando PBS con 1%BSA (detta
soluzione di bloccaggio), i campioni vengono indulmernight a 4°C con l'anticorpo
primario.

Il giorno seguente dopo tre lavaggi i campioni vamgincubati per due ore a temperatura
ambiente con I'anticorpo secondario.

Dopo quattro lavaggi, due con soluzione di blococaggdue con PBS, il vetrino € pronto
ad essere montato con il Dako Ultramount Aqueousn&eent Mounting Medium e
sigillato. Una volta asciugato quest’ultimo é pmper le successive analisi.

3.6.3. Microscopia elettronica a trasmissione

Il microscopio elettronico € uno strumento che petendi osservare sezioni sottili ad
ingrandimenti di molto superiori rispetto al mictopio ottico. Tali ingrandimenti
permettono la visione di strutture subcellulari g@omuli, citoscheletro, membrane e
strutture giunzionali, ecc.), di componenti macromotecolari dello stroma tissutale
(collagene, protocollagene, ecc.) e di virus.

La formazione dellimmagine nel microscopio eletitm a trasmissione (TEM) dipende
dalla dispersione degli elettroni, prodotta dailedse parti del campione. Se non ci fosse
nessun campione, il raggio emesso illuminereblmaniera uniforme lo schermo. Quando
un campione viene inserito sul percorso del fast@tironico, una percentuale di elettroni
colpisce gli atomi del campione, viene deviato diaerto angolo e non partecipa alla
formazione dellimmagine perché non passa attravarpiccolissima apertura della lente
dell'obiettivo. Il materiale biologico (come deswi nel paragrafo precedente:
Preparazione e conservazione dei campioni) vieepagoato con soluzioni di metalli
pesanti in quanto normalmente ha una bassa capdicithsperdere gli elettroni. La
sorgente luminosa € costituita da un fascio direl@temessi da un filamento di tungsteno,
mentre le lenti sono costituite da un campo eletégnetico che puo deviare gli elettroni.
[l limite di risoluzione e di 0,3-0,5 nm.

| campioni sono stati analizzati in collaboraziaos la Dr.ssa Patrizia Sabatelli dell'lTOI
(Istituto per Trapianti d’'Organo e I'lmmunocitol@g+CNR dell’'ospedale Rizzoli di
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Bologna. Le sezioni ultrasottili sono state ossirveon un microscopio elettronico a
trasmissione Philips EM400 ad una tensione di MO k

4. Analisi in vitro

4.1. Dissociazione e coltura delle singole fibre di FDB

Il protocollo di digestione e dissociazione e urnadificazione di un protocollo descritto in
letteraturaflead et al 199D

I muscoli Flessore Breve della Dita (FDB), comeraogescritto, vengono dissezionati e
posti in una Petri con fondo in silicone contenenyegode. Vengono successivamente
trasferiti in una eppendorf contenente 1 ml di s@ne di Tyrode addizionata con 10% di
siero fetale di bovino (FBS) in cui e stata sciddtaollagenasi di tipo | (SIGMA) con una

concentrazione di 1 mg di collagenasi per 1 gr eigodell’animale. Si pone quindi

I'eppendorf a 4°C per 1 ora. Successivamente I'egpd viene aperta e trasferita in
incubatore a 36°C per 1 ora, controllando i muse@gitandoli dopo 30 minuti.

Trascorsa 1 ora, i muscoli vengono posti in unaiPerile contenente Tyrode e si
controlla il grado di azione enzimatica procedeatla rimozione del plantare di ciascun
muscolo, che non dev’essere ostacolata qualoealaane con la collagenasi sia avvenuta
correttamente. Dopo tre lavaggi in una soluzioneTgrode contenente 10% FBS,
necessario per bloccare I'effetto enzimatico eiktabre le fibre, il muscolo viene posto in
una provetta di vetro sterile. Quindi 'FDB e géminte dissociato in singole fibre con
vari passaggi attraverso una pipetta Pasteur averdpertura di circa 1 mm di diametro.

Le fibre cosi isolate vengono piastrate su vetagrioggetto da 25 mm di diametro trattati
con laminina di topo (BD Biosciences). | vetrinilifuvengono trattati con metanolo
assoluto per sterilizzarli e posti, sotto cappgpetri sterili da 35 mm. Si lasciano le petri
aperte in modo che il metanolo evapori completamefticcessivamente si pongonol100
pl di laminina (solitamente 60g / 100ul di H,O bi-distillata sterile ma che scendono a 10
ug / 100ul se le analisi successive vengono effettuate aanitroscopia TIRF) lasciando
la goccia per un paio d’ore prima di aspirarlaqlesto modo il vetrino risultera coperto da
uno strato di laminina che permette I'adesioneedidiire stesse.
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Figura 24: Esempio di fibre in coltura a vari ingrandimenti

Le fibre appena piastrate (Figura 24) vengono pwsiecubatore a 36°C per un ora in
modo da permettere I'adesione e successivameatgiingono, come mezzo di coltura, 2
ml di Tyrode addizionata a 10% FBS e 1% di peri@Hstreptomicina-amfotericina. Le

fibre vengono quindi riposte in incubatore con 5@, @ ivi mantenute fino alle successive
analisi.

4.2. Analis dei transienti di calcio

Il Fura-2 & stato scelto tra gli indicatori fluotesti C&*-sensibili per le sue buone
proprietd chimiche e spettrali, presenta infatta umaggior selettivita per lo ione €a
rispetto ad altri cationi divalenti, manifestandensibilita anche a piccole variazioni di
concentrazione dello ione stessGrynkiewicz et al., 1985 L'intensita della sua
fluorescenza e trenta volte maggiore rispetto &il iaticatori ed & disponibile nella sua
forma esterificata e lipofila, Fura-2AM (Figura 2%8he ne rende possibile I'ingresso nel
citoplasma per diffusione passiva attraverso la brama plasmatica.
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Figura 25: Struttura chimica del Fura: Fura-2AM e Fura-2 @degione delle esterasi cellulari (modificata da
Mason et al, 1999
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Il vantaggio fondamentale di questo marcatore eb@snel suo peculiare spettro di
eccitazione (Figura 26) che é caratterizzato dapittehi di eccitazione a 340 e 380 nm, la
cui intensita varia in base alla quota di fluoreumlegata allo ione G& A 340 nm,
lintensita della fluorescenza emessa & direttaenpriporzionale all'aumento della [€j
mentre, a 380 nm, lintensita di fluorescenza demeal’aumentare del &alibero nel
citosol (Mason et al, 1999

Fluorescence excitation
Fluorescence emission

250 300 350 400 450 500 550 600 650
Wavelength (nm)

Figura 26: Spettro di eccitazione-emissione del Fura-2 (igima modificataMason et al, 1999

Le intensita di fluorescenza a 340 e 380 nm peonetti convertire i dati di luminosita in
valori di rapporto 340/380. Il calcolo del rappogarantisce di eliminare le variazioni di
emissione dovute a fattori variabili, quali unacdigeneita nell’intensita d’illuminazione
o0 nello spessore della cellula, e rendere il segrdil fluorescenza esclusivamente
dipendente dalla [G§i. A causa della fotosensibilitd del fluorocroma, marcatura con
I'indicatore prevede un’incubazione al buio.

Per misurare le variazioni di €ale cellule vengono caricate utilizzando il FurahA
(Molecular Probe) ad una concentrazione di 5 pMpdaver eliminato il terreno di
coltura e stato effettuato un lavaggio con unazone di Imaging buffer (NaCl, 125mM;
KCIl, 5mM; MgS04, 1mM; KH2PO4, 1mM; glucose 5,5mMaC2, 1mM e HEPES
20mM) per 5 minuti a temperatura ambiente. Subajeode cellule sono state caricate con
Fura 2AM 5 pM diluito in Imaging buffer contenenité% di BSA (albumin bovine
serum) per 30 minuti a 37°C e mantenute al buiadabu il periodo di incubazione, il
fluorocromo diffonde passivamente nel citosol, devesterasi citoplasmatiche operano la
sua idrolisi in Fura-2, determinandone la permaaeailinterno della cellula (Figura 25).

| vetrini con le fibre muscolari adese vengono piosiate su un’apposita cameretta
circolare e riempite di Imaging buffer e le cellutengono stimolate utilizzando uno
stimolatore (Myopacer: lonoptix Corporation).

Il rapporto delle intensita di emissione della fiegcenza sono state misurate con un
fotomoltiplicatore connesso ad un microscopio ftite | transienti di calcio registrati
sono stati analizzati utilizzando il programma diqasizione lonwizard 5.0. Le
caratteristiche dei transienti (Figura 27) sontestketerminate utilizzando il programma di
analisi dei transienti lonwizard.
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Figura 27: Esempio delle caratteristiche del transienteattiio analizzate

L’'analisi si effettua sulla media di una decinatdinsienti registrati per singola fibra
muscolare stimolata. Si considerano i seguentirpetta (Figura 27):

- Baseline o livello basaldésa)

- l'altezza del piccofeak I

- il tempo al piccofeak }

- il tempo per arrivare al 50% del picdaq pk 50%

- il tempo per arrivare al 50% del basale dopo itpi¢ to bl 50%).

4.3. Analis elettroforeticadi singolefibre

Dopo aver analizzato i transienti di calcio di sitggfibre di FDB é stata effettuata I'analisi
elettroforetica per correlarne, in alcune preseampone, il comportamento in base
all'isoforma di MHC espressa.

Si cattura dal vetrino la fibra appena analizzdka noptix, cercando di non aspirare
I'Imaging buffer nel quale € immersa, e la si pamena eppendorf con 1 del buffer di
caricamento per elettroforesi. Dopo di che si poidservare il campione a -20°C fino alle
successive analisi elettroforetiche.

La tecnica elettroforetica su gel di poliacrilami@®S-PAGE segue protocollo descritto
nel paragrafo precedente dal titolo: Elettrofosesgel di poliacrilamide.

4.3.1. Colorazione gel elettroforetici di singolefibre

Dopo la corsa elettroforetica i gel vengono disadsati dai vetri di supporto, si elimina lo
stacking, si taglia I'angolo in alto (corrisponderdl primo pozzetto) e si puo procedere

alla colorazione. La silver staining (colorazioma aeposizione di granuli d’argento) e piu
sensibile della colorazione con Comassie Blue @uligata per I'analisi di campioni in
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guantita limitate. Lo ione argento viene selettieate ridotto in forma metallica ed il
prodotto insolubile rimane saldamente ancorato @itgeine riuscendo ad evidenziare le
bande in cui sono concentrate.

I gel vengono immersi nella soluzione fissativa {dwlo 50%; Acido Acetico 10%;
Glicerolo 5%) per almeno un ora. Una volta toltdiskativo si eseguono vari lavaggi in
acqua bi-distillata. Si preparano due soluzion(NaCQ; 5%) e B che vengono miscelate
poco prima di versarle sul gel, dal quale si & appgliminato I'acqua. La soluzione B é
composta dal 10% delle soluzioni madri 1 (Siveranit 2%; Ammonio nitrato 2%), 2
(Acido Tungstosilicico 10%) e 3 (Formaldeide 2,8%p proteine nel gel vengono
evidenziate grazie al legame con i granuli di atge@Quando si raggiunge la colorazione
desidetrata si blocca la reazione trasferendolilirg@ina soluzione composta da Acido
Acetico 5%. Vi si lascia il gel immerso almeno 3@hati per permettere all’acidita della
soluzione di contrastare la deposizione dell’argent

Si evidenzia cosi, dal confronto col profilo di esgsione di un muscolo intero
(solitamente diaframma che esprime le 4 isofornmelénentali di MHC), il tipo di catena
pesante della miosina espresso dalle singole dibF®B esaminate (Figura 28).

- > . <— MHC2A
s - <— MHC 2X

| ——— P

Figura 28: Esempio colorazione silver staining una singddeafaccanto al muscolo intero

Per essere conservati i gel vengono quindi disgastin supporto rigido tra due fogli di
Gel Dryer Cellophane e fatti seccare.

4.4. Analis immunocitochimiche

L’immunocitochimica € una metodica di laboratorgy singole cellule, che sfrutta le
reazioni del tipo antigene-anticorpo. La tecnicailizzata in questa tesi é
immunofluorescenza indiretta che consiste nella#gd di un fluorocromo, legato ad un
anticorpo secondario, che riconosce in modo specifanticorpo primario il quale lega

direttamente I'antigene cellulare oggetto di ind&gi

L’immunofluorescenza indiretta comporta due gravalitaggi rispetto al metodo diretto
(nel quale il tracciante € legato all’anticorpoafieo per I'antigene studiato):
- elimina l'eventualita che la specificita dellardipo primario sia alterata dalle
reazioni chimiche utilizzate per la coniugaziona da@omposto fluorescente
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- puo dare origine ad una fluorescenza molto intgpseché diverse molecole
dell’anticorpo secondario fluorescente possono riga ciascuna molecola
dell’anticorpo primario.

| fluorocromi sono molecole che, colpite da radiazidi una determinata energia, ne
assorbono una parte e restituiscono una radiazibnenergia inferiore e quindi di
lunghezza d’onda superiore. Uno dei problemi legafiuorocromi come marcatori € la
loro tendenza a decadere progressivamente d’itdensi corso dell'osservazione. Questo
decadimento (foto-bleaching) € legato a cause skvéa cui la progressiva ossidazione
delle molecole di fluorocromo e il rilascio di radli liberi dovuti all'energia eccitante.

L'immunofluorescenza genera immagini per emmissidniice che e possibile rilevare
mediante tecniche di microscopia differenti.

4.4.1. Microscopia ViCo (Video-Confocal)

La microscopia video-confocale offre, senza l'usiosdrgenti laser, analisi ad alta
risoluzione. Si ottengono informazioni su una zdehcampione a fuoco senza il disturbo
dei fluorofori fuori fuoco grazie all'illuminazionmultipuntuale; ottenuta per mezzo di una
griglia multifori (pinholes) posta tra la sorgewig il campione.

Il microscopio ViCo € costituito da un microscopd epifluorescenza ( Eclips i-Series
80i: Nikon) nel quale, nel piano focale intermediongo il cammino ottico di

illuminazione, e stato inserito un dispositivo @ija) per la modulazione spaziale del
fascio. Per mezzo di questa griglia si pud reatizZilluminazione a campo-ristretto
(multipuntuale) del campione. Un sensore di immia@@€D) permette, poi, di raccogliere

la successione di immagini uv lungo I'asse w (Fag29).

Images detector
{CCD digital camiera)

U-V-W spatial modulater A
system (motorized) - Ohjective

Figura 29: Scema di funzionamento della microscopia ViCo
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E’possibile poi utilizzare la serie di sezioni olte acquisite per ottenere una ricostruzione
tridimensionale del campione in esame.

4.4.2. Microscopia TIRF (Total Internal Reflection Fluorescence)

La microscopia TIRF (Total Internal Reflection Htascence) € una tecnica che permette
di analizzare una sottile regione di un campionauaa risoluzione maggiore rispetto ad
altri tipi di microscopia sfruttando le capacitdldduce di essere influenzata dalla materia
che attraversa.

Solitamente il potere risolutivo di un microscopitico sul piano xy non e infinito e i suoi
limiti risiedono, oltre che nella capacita del siet ottico di riuscire a discriminare due
punti luminosi contigui, anche in caratteristich&inseche della luce, secondo la relazione
descritta nel criterio di Rayleigh, con un limitefariore di circa 200 nm a meno di
utilizzare tecniche di microscopia particolari (coha TIRF).

Cio dipende da un principio fisico per cui varianitmgolo di incidenza di un fascio di
luce tra due mezzi con indice di rifrazione diffeies oltre ad un valore critic6¢), tutta la
luce incidete viene riflessa dall'interfaccia tralue mezzi invece di venire rifratta. Una
piccola parte dell’energia incidente, detta “ondaargeescente”, penetra attraverso
I'interfaccia e si propaga all'interno del secondezzo (il preparato in esame) eccitando
solo gli eventuali fluorofori presenti in prossianiell'interfaccia (Figura 30 A).

Poiché I'onda evanescente ha un decadimento espatell’aumentare della distanza
dall'interfaccia, vengono eccitati solamente i flof@ri presenti in una sottile regione del
preparato prossima alla superficie di adesioneptlieessere modulabile 80-200 nm con
un contributo pressoché nullo dei sovrastanti piacali. Infatti i fluorofori che si trovano
in regioni della cellula pit lontane dalla supediaon vengono eccitati e 'immagine alla
TIRF che si ottiene risulta priva del loro contib@Axeldrod, 200}

High Numerical Aperture Objective TIRFM
R

e

2 Aqueous
Medium

Excitation,

- Glass
\ > Slide
> (n=1.518)

Objective
Rear Focal B

Plane

Figura 30: A: schema funzionamento TIRF; B: caratteristiohéttivo

Per poter generare un’onda evanescente, I'angoiocttlenza della luce deve superare i
65°, in accordo con la legge di Snell, ed é poksibiggiungere tale valore tramite I'uso di
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un obiettivo dall’elevata apertura numerica. Pezsfio motivo la nostra apparecchiatura
composta da microscopio invertito TE2000-E con b Nikon CFI Plan Apochromat
TIRF 60x/1.45 oil che con apertura numerica di 1gdhsente un angolo di incidenza di
72° che supera quello critico (Figura 30 B).

4.4.3. Preparazione dei vetrini

Le fibre piastrate sul vetrino portaoggetto trattabn laminina vengono lavate con una
soluzione di PBS (NaCl 0,138 M; KCI 0,201 M; RO, 2,13 M; KHPO, 0,0015 M) a
37°C per due volte molto delicatamente per evildogo distacco dal vetrino.

Successivamente viene versata nelle Petri la swlazdi fissaggio (paraformaldeide al
4%) a 37°C e si lasciano per venti minuti a temjpesaambiente. Le fibre vengono, poi,
lavate per tre volte con PBS per togliere I'eccedisiissativo. Dopo questa fase se non si
procede allo staining si possono conservare iniedrd°C ben chiusi con parafilm.

Nel caso si utilizzino anticorpi che riconosconoitgp che stanno allinterno del
sarcolemma, la fibre nei vetrini vengono permeabdte con una soluzione di
permeabilizzazione (Triton X-100 al 1% in PBS) gérminuti a 4°C. Dopo una serie di
tre lavaggi con PBS le fibre vengono incubate penta minuti con la soluzione di
bloccaggio (BSA 1% in PBS) per bloccare gli epitagpecifici.

L’anticorpo primario viene diluito nella soluziomi bloccaggio e messo ad incubare con
le fibre overnight a 4°C, mantenendo le petri inaucameretta umida per evitare
I'evaporazione della goccia contenete I'anticorpasesse posizionata.

Il giorno seguente dopo lavaggio dell'anticorpanpario con una serie di tre passaggi con
la soluzione di bloccaggio le fibre vengono incebabn I'anticorpo secondario diluito

nella soluzione di bloccaggio per due ore a tempexaambiente mantendo le fibre al
buio. Questo per evitare fenomeno del foto-bleaghin

Trascorso il tempo necessario si eseguono qua#tvaghi con PBS ed il vetrino
coprioggetti con le fibre adese € pronto per lesssive analisi.

Con la microscopia ViCo il vetrino coprioggetti meg velocemente lavato in acqua e
montato su un vetrino portaoggetti utilizzando (l3di mowiol 488 (SIGMA 81381).
Quindi prima dell’analisi il vetrino viene lasciat buio, a temperatura ambiente, per un
tempo necessario affinché si asciughi il mowiol

Con la microscopia TIRF il vetrino viene posiziom&u un’apposita cameretta circolare
Attofluor (Invitrogen) ed € pronto per la succeasanalisi.
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Nella microscopia ViCo sono stati utilizzati i segi anticorpi primari:
- o-actinina: sc-153335 (Santa cruz biotechnologyjcfmiale sviluppato in rabbit
alla concentrazione di 1:100

Nella microscopia TIRF sono stati usati i seguanticorpi primari:
- vinculina: V4139 (Sigma) policlonale sviluppato riabbit alla concentrazione di
1:200
- B-distroglicano: NCL-b-DG (Novocastra Ltd) monocltmaviluppato in mouse
alla concentrazione di 1:200
- y-sarcoglicano: NCL-g-SARC (Novocastra Ltd) monoélensviluppato in mouse
alla concentrazione di 1:200.

Gli anticorpi secondari usati in entrambe le metbdisono:
- Alexa Fluor® 568: A11031 (Invitrogen) anti-mouseilgppato in goat alla
concentrazione di 1:200
- Alexa Fluor® 488: A11034 (Invitrogen) anti-rabbivilsippato in goat alla
concentrazione di 1:200.

Le colorazioni visualizzate nelle immagini, deiufiati, dipendono dal filtro utilizzato

dallo strumento per la visualizzazione e non dii#itivo spettro di emissione del
fluoroforo dell’anticorpo secondario.
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RISULTATI
1. Caratterizzazione del modelo murino ColVial”
2. Analisi in vivo

2.1. Iniezione blue Evans

Dopo l'iniezione del colorante vitale blue Evanstepi C57BL/6 e Col6al sono stati
prelevati i muscoli diaframma, che nel topo son@gmarmente colpiti rispetto all’'uomo
forse poiché la frequenza respiratoria € cinquéevoiaggiore Bonaldo et al, 1998 |
muscoli sono stati osservati tramite un microscagt@o collegato ad una fotocamera a
colori (OLIMPUS) per poter acquisire alcune immaglalle fibore muscolari scheletriche.
L'osservazione ha portato a valutazioni qualitatsdia presenza di fibre muscolari
danneggiate.

Dall'osservazione delle immagini sono evidenti alketdibre nell'animale Col64d1(Figura
31) contratte e necrotiche che, a causa dellatagsermeabilita, sono danneggiate e hanno
al loro interno il colorante blue EvarBdnaldo et al, 1998

=

C57BL/6 Col6al

Figura 31: Diaframma con colorazione blue Evans
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2.2. Forzamuscolare: grip test

Come descritto, per ciascun animale, si € valltafarza media sviluppata in relazione al
peso (mN/grammi). | confronti fra C57BL/6 e ColBagono stati sottoposti al T-test di
Student per verificare se le differenze fra le raedi possono ritenere significative,

assumendo come livello di significativitauna probabilita del 5%.

Si é iniziato dal confronto di topi equamente dlistiti per eta e sesso.

Confronto totale

0.100+

n.207
I n.205
0.075+
o *kk
Z 0.050+
=
0.025+
0.000 ;
C57BL/6 Col6al™

Figura 32: Grip test su tutti gli animali esaminati

L'analisi degli animali C57BL/6 e Col6al evidenzia una differenza altamente
significativa (P=0,0001) (Figura 32).

Per valutare se le differenze nello sviluppo débliza presentano un andamento legato
all'eta, gli animali sono stati analizzati suddivis4 fasce:
- da zero atre mesi
da tre a sei mesi
da sei a nove mesi
da nove mesi ad un anno.

Confronto 0+3 mesi Confronto 3+6 mesi
0.1257 0.1257
n.49 n.42
0.100 I n.55 0.100 i n.72
=) 0.075+ o> 0.0754 *kk
2 2
€ 0,050 *kk € 0.0504
0.0254 0.0254
0.000: - 0.000:
C57BL/6 Col6a1l” C57BL/6 Col6a1™
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Confronto 6+9 mesi Confronto 9+12 mesi

0.0759 0.0759
n.62 n.54
I n.41 e .37
0.0504 0.0504
2 Kokk 2
b4 z
€ €
0.0254 0.0254
0.000¢ n 0.000¢ ;
C57BL/6 Col6al™ C57BL/6 Col6al™

Figura 33:Grip test in relazione alle differenti fasce d'eta

L’analisi dei dati, in relazione alle differenti siee di eta degli animali, presenta il
medesimo andamento confermando che il rapport@foeso € significativamente minore
(P=0,0001) per i topi CoIGé{lrispetto ai controlli C57BL/6. Tale differenza tknad
attenuarsi con l'eta. Tale effetto in parte € dovahche all'incremento di peso negli
animali piu vecchi che tendono ad avere un aumdetia sola massa grassa senza un

corrispondente aumento di massa magra (Figura 33).

Considerando l'alta numerosita dei campioni, seegato di valutare il rapporto forza/peso
in relazione al sesso degli animali.

Confronto femmine Confronto maschi
0.1001
n.104 01007 n.103
[ n.98 [
0,075 00751 n.107
*k%k
ke (=)
Z 0.0504 Z  0.0504 akalal
£ £
0.025- 0.0254
0.000 - 0.000
C57BL/6 Col6al” C57BL/6 Col6al™

Figura 34: :Grip test in relazione al sesso

Si noti che le femmine, sia C57BL/6 che Col6alpresentano rapporto forza/peso
leggermente superiore rispetto a quelli dei topscha(Figura 34).

2.3. Deter minazione della forza; misura del danno

La capacita di sviluppare forza in condizioni isdrniobe € stata valutata sul muscolo
gastrocnemio stimolato per via nervosa a diversquienze di stimolazione, da singole
twitch a tetani totalmente fusi (100 Hz). La fosdluppata dai topi Col6d1evidenzia un
trend di riduzione, anche se non statisticamergsifgiativo, rispetto a quella sviluppata
dai muscoli degli animali C57BL/6 (Figura 35 A).
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Il protocollo di stimolazione eccentrica € statangii applicato per valutare il danno da
stiramento. Come si puo notare (Figura 35 B) ilrdada stiramento, misurabile nella
riduzione della forza isometrica nella contrazichecessiva ad una eccentrica, cresce
linearmente col ripetersi delle eccentriche e fferBnza fra Col6al e C57BL/6 appare
modesta inizialmente ed aumenta all’'aumentare daeligrazioni eccentriche senza pero
diventare significativa.

Forza-frequenza normalizzata Declino di forza dopo stimolazione eccentrica
500001 1057
wt (n.8) wt (n.8)
- T @ 1001 -
o 40000 Col6al™ (n.8) Jays) Col6al™ (n.8)
X 25 954
Z 300001 S g
° o 5 901
o4 ERY
< 200001 S 85
N g @ 804
s SN
= 100004 3 €
o~ 759
0 : : - A o B
0 50 100 150 0 5 10 15 20
frequenza numero di stimoli

Figura 35: Misura della forza tetanica massimale e misutaldeno dopo allungamento

Per una piu approfondita indagine sullo sviluppdatdza del gastrocnemio in condizione
isometriche sono stati analizzati i differenti pagdri cinetici dello sviluppo di tensione di
una singola twich che sono (Figura 36),Tovvero half rise time, Jovvero twich time
peak e T, ovvero half-fall time. In altre parole sono statinsiderati i parametri legati
all'andamento temporale dello sviluppo di tensianeseguito della scossa indotta nel
gastrocnemio da un singolo stimolo applicato aloer

Single contractian

T

120

ET: F l

F
i —""-—Twzr——l

Figura 36: Rappresentazione schematica di una singola s¢wgish) e dei parametri cinetici che la
caratterizzano.

half rise time twitch time to peak half-fall time

125 2 1

N

100 Kk
_kkk

.
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7.5

=

5.0

tempo (ms)
Tempo (ms)
Tempo (ms)

2.5

o

0.0

C57BL/6 Col6al” C57BL/6 Col6al™ C57BL/6 Col6al™

Figura 37: Parametri cinetici dello sviluppo di tensioneuda singola twich
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Come si vede, l'analisi dell’half rise time (Figu&) evidenzia differenze statisticamente
significative tra C57BL/6 e Col6d1(P=0,0187), I'analisi del twitch time to peak (&ig
37) sottolinea differenze altamente significativa €57BL/6 e Col6al (P=0,0001) e
infine I'analisi dell’half-fall time (Figura 37) mnite in luce differenze molto significative
tra C57BL/6 e Col6al (P=0,0001).

3. Analisi ex vivo

3.1. Deter minazione della for za muscolar e su muscoli interi: diaframma, EDL e soleo

La prestazione contrattilex vivoe stata valutata su muscoli diaframma, EDL e soleo
isolati, immersi in una soluzione di KREBS® contimuente ossigenata, e fissati mediante
legatura dei tendini a due uncini, uno connessouwbsistema micrometrico per regolare
la lunghezza e uno connesso ad un trasduttorezii.fGli esperimenti sono stati eseguiti a
25°C, regolando la lunghezza per raggiungere Isider tetanica massimale (raggiunta a
Lo) e applicando stimoli elettrici sopramassimaliaaie frequenze (5, 10, 20, 40, 60, 80,
100, 120, Hz), con treni di 500ms di durata. Leposte di forza alle frequenze di
stimolazione sono state normalizzate in base el sezione del muscolo (mMN/fm

ﬁrAL’OLB

1000 1000
time (msec) time (msec)

200

i
o
<

force (MN/mm2)
=
o
(=}

o1
e

o
L

Figura 38: Esempio di twich (A) e tetano fuso (B)
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E’stato analizzato, per primo, il muscolo diaframale muscolo € quello maggiormente
colpito nelle distrofie muscolari. E’ un muscoloncoomposizione mista di fibre, sia lente
che veloci, che e in grado di mantenere una teagioessoché costante senza incorrere nel
fenomeno della fatica muscolare.

TWITCH TETANO
50+ 150
Cin6 1 —In6
404 E=ind mmn4
% g0 L 100+ N
E £
P =z
20
£ .
104
0] T n o ' /-
C57BL/6 Col6al” C57BL/6 Col6al”
TIME-PEAK HALF-RELAX
0.07+ _
006 Cin6 0.125 —in6
' EEnd 0.100- - N4
0.054 —
@ O
8_ 0.044 g 0.075+4
g 0.0 £ 0.0504
F 0.021 =
001 0.0254
0.00 T - 0.000 T -
C57BL/6 Col6al™ C57BL/6 Col6al”

Figura 39: Analisi del muscolo diaframma
L'analisi delle tensioni (Figura 39) mostra unauditne significativa nel tetano tra

C57BL/6 e Col6al (P=0,0406), mentre I'analisi dei parametri cineffeigura 39) non
mostra variazioni significative.
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Successivamente si é analizzato I' EDL esempiowdicolo prevalentemente veloce.

TWITCH TETANO
60 -
n.6 250 In6
501 EEn.6 2004 . n.6
o~ 404 N
€ £ 1504
£ 304 £
2 Z
c 204 c 1004
10 504
0 T n 0 T y
C57BL/6 Col6al™ C57BL/6 Col6al™
TIME-PEAK HALF-RELAX
0.025+ 0.049
CIn.6 — — In6
- I n.6
0.020 e m— N6 0.034
2 0,015 %
2 5 0.024
€
0.0104
2 2
0.014
0.0054
0.000: T T 0.00 T 7
C57BL/6 Col6al™ C57BL/6 Col6al™

Figura 40: Analisi del muscolo EDL

L'analisi delle tensioni e dei parametri cinetidriqura 40) non mostra variazioni
significative.
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Infine & stato analizzato il muscolo soleo, esendpimuscolo prevalentemente lento.

TWITCH TETANO
1 [n.6 2007 —In6
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TIME-PEAK HALF-RELAX
- 0.21
0.07 —in6 In.6
0.064 =6 =6
_ 0.05 —
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Figura 41: Analisi del muscolo soleo

Anche in questo caso non si evidenziano variazmmificative (Figura 41).

3.2. Elettroforesi delle proteine muscolari

La tecnica elettroforetica ha permesso di indadardistribuzione delle isoforme della
catena pesante della miosina sui muscoli analizdatante gli studi di meccanica
(diaframma, EDL e soleo) (Figura 42). La distritore delle isoforme delle catene pesanti
della miosina (MHC) e indicativa della distribuzeodei tipi di fibre, essendo I'isoforma
delle MHC un affidabile marker molecolare del tgtidibra.

DIAFRAMMA EDL SOLEO
C57BL/6 Col6al” C57BL/6 Col6al” C57BL/6 Col6al”

MHC 2A—,

MHC 2x — S e o e ,
MHC 2B— .
T e D w—

MHC 1

Figura 42: Esempio elettroforesi di muscoli diaframma, ED&oéeo
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Abbiamo quindi definito la percentuale relativaldelatene pesanti della miosina espresse
nei differenti muscoli in esame (Figura 43).

60%

0%

100% -

80% -

O MHC 2A

40% -

20% -

B MHC 2X
OMHC 2B
OMHC 1

C57BL/6 Col6al-/- C57BL/6 Col6al-/- C57BL/6 Col6al-/-
DIAFRAMMA EDL SOLEO

Figura 43: Percentuali delle isoforme della catena pesagita chiosina espresse nei muscoli diaframma,

EDL e Soleo

Dal confronto tra le percentuali delle diverse asafe si nota che diaframma, EDL e soleo
negli animali Col6al presentano un leggero aumento dell’espressiotiesdfelrma lenta
MHC 1 ed una contemporanea diminuzione dell'isofoMHC 2B (Figura 43).

3.3. Istologia, istochimica ed immunoistochimica su sezioni muscolari

| muscoli gastrocnemio di C57BL/6 e Col8akono stati fissati, tagliati e mediante
colorazione con Ematossiline-Eosina sono statezaadé le fibre.

L'analisi ha rilevato nei muscoli dei topi Col6afibre con vari diametri ed un aumento
del numero dei nuclei centrali (Figura 4Bpfaldo et al, 1998

AT

Figura 44: Colorazione con Ematossilina-Eosina del muscaktrgcnemio
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La colorazione SDH (succinico deidrogenasi) perengitevidenziare, con colorazione blu,

le fibre di tipo 1 che contengono un elevato nunténmitocondri e in modo tenue le fibre
di tipo 2.

CS57BL/6

AN 7 -\ e iz
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e L N 3 . y

—S >
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Figura 45: Colorazione con SDH del muscolo gastrocnemio

Come si pud notare (Figura 45) nel muscolo gasemmim Col6al le fibre lente sono
nettamente superiori per numero ed organizzatduster. Tale aumento concorda con
'aumento dell'espressione di isoforma lenta deflaosina riscontrata nei muscoli
diaframma, EDL e soleo dell’animale knock-out candcnica elettroforetica (Figura 43).

Come ultima analisi e stata effettuata una reazionmunoistochimica utilizzando
I'anticorpo primario contro proteoglicano NG2 (Figui6).

C57BL/6 Col6al--

Figura 46: Immunostainig con anticorpo verso proteoglicar@®2Nnuscolo gastrocnhemio

Nel muscolo Col6al si nota un’alterata distribuzione del proteogliwaetrini et al,
2009
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4. Analis in vitro

4.1. Transienti di calcio

| transienti di calcio sono stati registrati (Figu#47) in fibore muscolari scheletriche in
coltura da 24 ore utilizzando come indicatore @étio il Fura-2AM.

2.01
C57BL/6

1.84 J— -
Col6al

1.44
1.24
1.0

0.8

Fratio

0.6 T T 1

0.0 0.5 1.0 15
Tempo (s)

Figura 47: Esempio di registrazione dei transienti di caglio ionoptix

| valori dei parametri dei transienti sono staporitati in grafico come medietSE. La

significativita € stata valutata con il T-test diu@&ent con P<0,05 come livello di
significativita .

basal peak h
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0.74
0.64
0.51
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Figura 48: Misura della concentrazione basale ed al picamlbtio
Come si puo vedere (Figura 48) non ci sono diffeeeper quanto concerne il livello
basale di calcio a riposo mentre si ha una ridezgignificativa del picco tra C57BL/6 e
Col6al” (P=0,0016).

Per quanto riguarda la cinetica non ci sono vasigaziFigura 49).

tto peak 50% peak t tto basal 50%
0.003: 0.0
—_T £=in.28 f—— 1n.28 In.28
= n.24 = n.24 0.04 . n.24
% 0002 <003
2 a
5 £ 0.02
= 0001 2
0.01-
0.000: T " .000 T y 0.00 T
C57BL/6 Col6al” C57BL/6 Col6al” C57BL/6 Col6al”

Figura 49: Cinetiche concentrazione del calcio
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4.2. Elettrofores di singolefibredi FDB

Per caratterizzare le fibre muscolari scheletridh&DB in coltura é stata effettuata una
corsa elettroforetica di singole fibre (Figura po¢se a campione tra quelle di C57BL/6 e
Col6al” delle quali si sono analizzati i transienti diaialallo lonoptix.

C57BL/6 Coleal’-
FDB 1ifibra 1fiora  1fibra 1 fibra

MHC 2A—,
MHC 2X —

MHC 2B —
MHC 1

A

Figura 50: Esempio elettroforesi di singole fibre di FDB

Come si evince (Figura 52) le fibre sia C57BL/6 @m6al” sono in maggior parte di
tipo “fast” (veloci) esprimenti una sola isoforrMHC 2A o MHC 2X, oppure anche due
isoforme contemporaneamente MHC 2A e MHC 2X oppdHC 2A e MHC 2B (Figura
51).

MHC espresse FDB

O C57BL/6 (n.31)
@ Col6al-/- (n.28)

4,

.| I

0 T -\ T -\ T -\'_| T -\ -_
2X

2A 2A2X 2A2B 2X2B 2A1 2X1 2A2X1 1

Figura 51: Tipologia di fibre rilevate nei campioni analizizallo ionoptix
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Figura 52: Percentuali delle MHC espresse nelle fibre di FE3Bminate

L'espressione delle isoforme “slow” (lente), prear@emente di tipo misto con
contemporanea espressione dell'isoforma MHC 1, slmggermente aumentate nei
Col6al rispetto ai C57BL/6 (Figura 52) come avveniva ealettroforesi per muscoli
diaframma, EDL e soleo analizzati nella meccarkegura 43).

4.3. Immunocitochimica

Classici metodi immunocitochimici sono stati im@égper analizzare la presenza e la
localizzazione di alcune importanti proteine muadostrutturali interne e di membrana
allo scopo di verificare se I'assenza di collagdthenella matrice potesse avere qualche
effetto sia sulla ridistribuzione che sulla densiitéali proteine.

Le fibre ottenute da muscoli dei topi C57BL/6 ed@2d’ sono state fissate dopo 24 ore
dalla dissociazione e [Iutilizzo di differenti acdrpi ci ha permesso una loro
caratterizzazione morfologica mediante due differ@eniche di microscopia: la ViCo e la
TIRF.

4.3.1. Microscopia ViCo (Video-Confocal)
La microscopia video-confocale offre, senza l'usosdrgenti laser, un’analisi ad alta
risoluzione senza il disturbo dei fluorofori fuofuoco grazie allilluminazione

multipuntuale.

E’ stato utilizzato I'anticorpo versod-actinina che ha consentito, evidenziando la lidea
di ciascun sarcomero, di indagare la strutturamateella fibra.
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In tutti i campioni € mantenuto tipico bandeggidla@roteina (Figura 53) indice di una
probabile conservazione della struttura sarcomerica

C5/7BL/6 Col6al’”

Figura 53: Anticorpo versax-actinina in microscopia ViCo

4.3.2. Microscopia TIRF (Total Internal Reflection Fluorescence)

Le proteina indagate con la metodica TIRF, che p#&erdi analizzare una sottile regione
del campione ad una risoluzione maggiore di afridi microscopi, sono state vinculina,
B-distroglicano e-sarcoglicano.

E’ stato utilizzato I'anticorpo verso la vinculiqeer analizzare la regolarita delle strutture
costameriche.

C57BL/6

Col6al-'-

Figura 54: Anticorpo verso vinculina in microscopia TIRF

Come si puo notare (Figura 54) la marcatura € aegoé non ci sono differenze tra
C57BL/6 e Col6at.

Si e passati poi allindagine di uno dei maggidmK” fra la matrice extracellulare e il
citoscheletro ovvero il complesso distrofina-glioajeine associate (DGC).
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L’analisi del sub-complesso dei distroglicani étataffettuata utilizzando un anticorpo
specifico per la subunif& del distroglicano.

C57BL/6 Col6al”

Figura 55: Anticorpo vers@-distroglicano in microscopia TIRF

Come si puo notare (Figura 55) la marcatura hangiti confrontabile e medesimo pattern
tra C57BL/6 e Col6al

L’analisi del sub-complesso dei sarcoglicani, casoelateralmente con il sub-complesso
dei distroglicani e stata effettuata utilizzandoamticorpo specifico per la subunitalel
sarcoglicano.

C57BL/6 Col6al-'-

Figura 56: Anticorpo versg-sarcoglicano in microscopia TIRF

Come si pu0 notare (Figura 56) la marcatura rileva riorganizzazione trasversale della
proteina nelle fibre di Col6dlrispetto a quelle di C57BL/6
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5. Caratterizzazione del modello murino NG2™

6. Analisi in vivo

6.1. Iniezione blue Evans

Si valuta il danno analizzando le fibre muscolarhedetriche in cui il blue Evans é
penetrato attraverso la membrana nel citoplasmaeCsi pud vedere (Figura 57) sia

nell'animale C57BL/6 che in NG2non si evidenziano fibre con alterata permeabilita

C57BL/6

Figura 57: Diaframma con colo

razione blue Evans

6.2. Forza muscolare: grip test

A seguito delle osservazioni per gli animali Col6adi & pensato di concentrare gli
esperimenti su C57BL/6 ed NGZcegliendo soggetti maschi e di solamente due fdisc

eta (tre e sette mesi).
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C57BL/6 3 mesi

NG2” 3 mesi

Figura 58: Grip test su animali a 3 mesi ed a 7 mesi

NG2”" 7 mesi
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L’analisi statistica non evidenzia una differenign#icativa in nessuna delle due eta
analizzate (Figura 58) seppur ci sia un trenddnzione negli animali mutanti in analogia
a quello tra C57BL/6 e Col6aTriportato in precedenza.

6.3. Deter minazione ddlla forza: misura del danno

La forza del gastrocnemio sviluppata dai topi NG tre mesi & statisticamente differente
(P=0,0222) da quella sviluppata dai muscoli degimali C57BL/6 alla medesima eta
(Figura 59 A). E’ da notare (Figura 59 B), inveoceme il danno da stiramento non
evidenzi differenze statisticamente significatiseche questo in analogia con gli animali
Col6al".

Forza-frequenza normalizzata Declino di forza dopo stimolazione eccentrica
5000 10
wt (n.8) wt (n.8)
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o 4000 " NG2 " 3 mesi (n.8) 58 ——NG2"" 3 mesi (n.8)
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Figura 59: Misura della forza tetanica massimale e misutaldeno dopo allungamento in animali di 3 mesi

Il confronto tra le forze del gastrocnemio e stgpetuto su animali di 7 mesi.
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Figura 60: Misura della forza tetanica massimale in anirdali mesi

La forza sviluppata dal gastrocnemio degli anirh&di2” di sette mesi & inferiore a quella
dei C57BL/6 della medesima eta (Figura 60). Il ohecldella forza a seguito di
allungamenti durante la contrazione non eviden#iierdnze (dati non mostrati), come
succede per gli animali di 3 mesi.
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Per completare lo studio dello sviluppo di forzal dmstrocnemio in condizione
iIsometriche sono stati analizzati i differenti paedri cinetici dello sviluppo di tensione di
una singola twitch. Analogamente alle analisi t&YBL/6 e Col6al si sono considerati i
parametri T2, Tp € Ty2r (Figura 61).

Single cantraction

|

120

s P l

f
Tp — Tz r—-l

Figura 61: Rappresentazione schematica di una singola s¢vésh) e dei parametri cinetici che la
caratterizzano

L'analisi dell’ half rise time (Figura 62) non ewendzia differenze statisticamente
significative, mentre l'analisi del twitch time tpeak (Figura 62) indica differenze
altamente significative tra C57BL/6 di tre mesiN@2” di 3 mesi (P=0,0001) e cosi pure
I'analisi dell’ half-fall time (Figura 62) mette ifuce differenze statisticamente molto
significative tra C57BL/6 di tre mesi ed NG2lella medesima eta (P=0,0001).

half rise time twitch time to peak half-fall time
125 301 *kk 201 ke
-1
10.!
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0.0 T 0 T - 0 . - — .
C57BL/6 3 mesi NG2" 3 mesi C57BL/6 3 mesi NG2™ 3 mesi C57BL/6 3 mesi NG2™ 3 mesi

Figura 62: Parametri analizzati dello sviluppo di tension@mk singola twich in animali di 3 mesi

Analoga analisi e stata effettuata sugli animafietie mesi.

halfrise time twitch time to peak half-fall time
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Figura 63: Parametri analizzati dello sviluppo di tensionerh singola twich in animali di 7 mesi
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L’analisi dell’half rise time (Figura 63) non eviada neppure a questa eta differenze
statisticamente significative, mentre I'analisi deitch time peak (Figura 63) sottolinea
differenze altamente significative tra C57BL/6 dimigsi e NGZ di 7 mesi (P=0,0001) e
I'analisi del half-fall time (Figura 63) mette irude differenze statisticamente molto
significative tra C57BL/6 di 7 mesi ed NG2lella medesima eta (P=0,0001).

7. Analisi ex vivo

7.1. Deter minazione for za muscolar e su muscoli interi: diaframma, EDL e soleo

Sono stati prima analizzati gli animali di tre maspartire dal muscolo diaframma. Tale
muscolo é in generale quello maggiormente colpiédiendistrofie muscolari. E’ un
muscolo con composizione mista di fibre, sia latite veloci, che e in grado di sviluppare
una tensione pressoché costante senza incorréadateda muscolare.
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Figura 64: Analisi del muscolo diaframma in animali di 3 mes

Sorprendentemente l'analisi delle tensioni sviluppéFigura 64) mostra un aumento
significativo nella twitch tra C57BL/6 e NG2di tre mesi (P=0,0207), mentre I'analisi dei

parametri cinetici (Figura 64) mostra una riduziosignificativa nell’half-relax tra
C57BL/6 ed NGZ di 3 mesi (P=0,0218).
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Successivamente si & analizzato I' EDL esempiowdicolo prevalentemente veloce.
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Figura 65: Analisi del muscolo EDL in animali di 3 mesi
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L’analisi delle tensioni (Figura 65) non mostraigaroni significative, mentre I'analisi dei
parametri cinetici (Figura 65) mostra un aumentaesto ma significativo nell’half-relax
time tra C57BL/6 ed NG2di 3 mesi (P=0,0480).
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Infine & stato analizzato il muscolo soleo, esendpimuscolo prevalentemente lento.
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Figura 66: Analisi tensione del muscolo soleo in animalBdnesi
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L’analisi delle tensioni e delle cinetiche (Fig@®) non mostra variazioni significative
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Si € passati poi all’analisi degli animali di settesi sempre a partire dal diaframma.

DIAFRAMMA
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Figura 67: Analisi del muscolo diaframma in animali di 7 mes

L'analisi delle tensioni del tetano e della twiterdelle cinetiche della twitch (Figura 67)
non rivela significativita
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Successivamente si € analizzato I' EDL, muscolmae| L'analisi delle tensioni e dei
parametri cinetici (Figura 68) non mostra variazgignificative.
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Figura 68: Analisi del muscolo EDL in animali di 7 mesi
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Infine é stato analizzato il muscolo soleo, muscptevalentemente lento. Anche per
guesto muscolo, l'analisi delle tensioni e dei pagti cinetici (Figura 69) non mostra
variazioni significative
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Figura 69: Analisi del muscolo soleo in animali di 7 mesi

7.2. Elettroforesi delle proteine muscolari

La tecnica elettroforetica ha, anche in questo ,cpeomesso di indagare la distribuzione
delle isoforme della catena pesante della miosinansiscoli analizzati durante gli studi di
meccanica (diaframma, EDL e soleo) (Figura 70).

DIAFRAMMA EDL SOLEO DIAFRAMMA

C57BL/6 NG2'-
3 mesi 3 mesi

C57BL/6 NG2"
3 mesi 3 mesi

C57BL/6 NG2 -
3 mesi

C57BL/6 NG2'-
3mesi 7 mesi 7 mesi

=3

Figura 70: Esempio elettroforesi di muscoli diaframma, ED&odeo a diverse eta
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Abbiamo quindi calcolato la percentuale relativdledecatene pesanti della miosina
espresse nei differenti muscoli in esame per lefalsee d’eta (Figure 71 e 72).
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DIAFRAMMA EDL SOLEO

Figura 71: Percentuali delle isoforme della catena pesagita chiosina espresse nel muscolo diaframma,
EDL e soleo in animali di 3 mesi
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Figura 72: Percentuali delle isoforme della catena pesagita thiosina espresse nel muscolo diaframma,
EDL e soleo in animali di 7 mesi

Negli animali NGZ di tre mesi si nota un aumento dell’espressiorkistéorma MHC
2B nel muscolo soleo (Figura 71) mentre per glii alampioni le percentuali restano
pressoché invariate (Figure 71 e 72) e, in ogni andd differenza rilevate non sono
statisticamente significative.
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7.3. 1stologia, istochimica ed immunoistochimica su sezioni muscolari

L’analisi del muscolo gastrocnemio NG2 con Ematossilina-Eosina evidenzia
disorganizzazione delle fibore ed aumento dell’end@m Si possono inoltre rilevare dei
nuclei centrali (Figura 73).

Figura 73: Colorazione con Ematossilina-Eosina del muscaktrgcnemio
Inoltre, come si pud meglio notare nel muscolaatibiNG2" (Figura 74), le fibre
presentano variabilita nell’area della sezione)eiwentrali e aggregati ipercromici
intracellulari.

C57BL/6 NG2-

Figura 74: Colorazione con Ematossilina-Eosina del musdbiale
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La successiva colorazione con SDH (succinico dgeasi) permette di differenziare le
fibre di tipo 1 , piu scure, che contengono un aewumero di mitocondri e le fibre di
tipo 2, piu chiare.

Figura 75: Colorazione con SDH del muscolo gastrocnemio

Come si pud notare (Figura 75) nel muscolo gastimim NG2" rispetto al C57BL/6
sembra di rilevare un aumento delle fibre ossidativ

Per confermare questo dato, in contrasto con ktatssui muscoli della meccanica in cui
elettroforesi e densitometria non evidenziano gwistotipico verso il lento ossidativo, si &
effettuata anche la colorazione per la mioadeni@aminasi (AMPDA o MAD) sul
muscolo tibiale che permette, ugualmente, di distame a seconda dell'intensita della
colorazione le fibre di tipo 1 e di tipo 2.

C57BL/6 NG2--

Figura 76: Colorazione con MAD del muscolo tibiale
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Come si pud notare (Figura 76) il muscolo tibial&X non presenta un aumento delle
fibre ossidative ma tale colorazione evidenzia idaggregati all’interno delle fibre.

La discrepanza sullaumento delle fibre ossidagigeil muscolo gastrocnemio (Figura 75)
e dovuta probabilmente alla porzione di gastrocoeesaminato: tale muscolo, infatti,

varia composizione in fibre lente e/o veloci a set@ che la zona esaminata sia piu
profonda o superficiale.

Si & poi analizzato il campione di tibiale NGper verificare la presenza, e determinare la
natura, degli aggregati evidenziati. Si sono wdie la colorazione tricromica modificata
di Gomori (TRG) e la colorazione per la citocronssidasi (COX) (Figura 77).

La prima colorazione permette di distinguere istdés connettivale. Talvolta si possono
individuare le fibre di tipo 1 per colorazione pitensa in quanto si evidenziata la rete
miofibrillare. La colorazione per citocromo ossidasvece permette di verificare |l
corretto funzionamento dei mitocondri.

NG 2-- A NG 2

Figura 77: Colorazioni colorazione TRG e COX del muscolaaié

Per merito di tali analisi si evince che gli aggregprevalentemente localizzati nelle fibre
veloci (Figura 77 A), non sono di natura mitocoabt¥i(Figura 77 B).

Bisogna tuttavia sottolineare che aggregati di naattubulare sono stati descritti in
letteratura anche in altri topi inbred maschi erglgtero pertanto non essere specifici di

guesta tipologia di knock-ougbulut et al, 2000

Come ultima analisi € stata effettuata una reazionmunoistochimica utilizzando
I'anticorpo primario contro proteoglicano NG2.
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C57BL/6 NG2

20X 20X

Figura 78: Immunostainig con anticorpo verso proteoglicar@®2Nnuscolo gastrocnemio
Come si pud vedere (Figura 78) nelle fibre del gastemio NGZ non viene evidenziata
la presenza del proteoglicano, confermando I'effecael knock-out.
7.3.1. Microscopia Elettronica a trasmissione

Per indagare in maniera approfondita gli animabdiout per il proteoglicano NG2 si
pensato di studiare sezioni di diaframma con la@siopia elettronica.

In modo interessante sono emerse delle differetizelb dei vasi capillari.

] C57BL/6 NG2/

e 4 nd k g ','/‘ * Q}_ l‘
Figura 79: Immagine microscopia elettronica muscolo diafraaPapericiti

Il vaso capillare del diaframma nell’animale C578I(Figura 79) presenta al massimo due
periciti in sezioni trasversali. Invece il vaso itiape del diaframma nell’animale NG2
ha, evidenziata dalle frecce, la membrana basatgeneamente inspessita; inoltre diversi
periciti avvolgono quasi completamente la supezfatdluminale del vaso.
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C57BL/6 3

NG2-

Figura 80: Immagine microscopia elettronica seziona obliquescolo diaframma P=periciti

Nella sezione obliqua di un vaso capillare di diafma si nota che nel’NG2(Figura 80)
I periciti appaiono presenti lungo la parete detov& lo avvolgono per il 40% della
superficie. In un campo analogo del C57BL/6 i pgrsono assenti.

NG2-

C57BL/6

Figura 81: Immagine microscopia elettronica ingrandimentsi eapillari su muscolo diaframma P=pericita

Il vaso capillare nel C57BL/6 (Figura 81) mostracé&lule endoteliali avvolte da un unico
strato di lamina basale con spessore omogeneo(Q%0r7a seconda dell'inclinazione del
taglio). Il prolungamento di un unico pericita @gente nel versante abluminale del vaso.
Il vaso capillare nellanimale NG2 invece, ha lamina basale ispessita e diverstitieri

avvolgono quasi completamente la superficie ablalgin
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Si é passati poi allanalisi dell'organizzaziondeimma alle fibre muscolari in sezioni
longitudinali. Seguendo lo schema (Figura 82) sidagata I'organizzazione regolare di
mitocondri, reticolo sarcoplasmatico e triadi lugmita sarcomerica delle miofibrille nei
campioni di NGZ..

St v y:
7 B R 2

Figura 83: Immagine microscopia elettronica animali ko peteoglicano NG2 =triade =reticolo
sarcoplasmatico

Come si pud vedere nellimmagine (Figura 83 A e BB in alcuni punti c'@ un
disallineamento miofibrillare con le linee Z (linseure che delimitano sarcomeri) non
omogeneamente distribuite e frastagliate. Inokrériadi (evidenziate dal cerchio giallo)
non sempre sono adiacenti ed opposte alla linearZomierica. C’'é infatti anche una
disorganizzazione a livello del reticolo sarcoplasioo (freccia gialla) che appare gonfio.
Infine anche i mitocondri (corpi scuri) sembrancmali, di diverse dimensioni e con
creste alterate.
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8. Analisi in vitro
8.1. Transienti di calcio

| transienti di calcio sono stati registrati (Figu4) in fibre muscolari scheletriche in
coltura da 24 ore utilizzando come indicatore @étio il Fura-2AM.

1.6

1.4 C57BL/6
— NG2™"
1.2

1.01 L

0.8

Fratio

0.6 T T 1

0.0 0.5 1.0 15
Tempo (s)

Figura 84: Esempio di registrazione dei transienti di cakdio lonoptix

| valori dei parametri dei transienti sono staporitati in grafico come medietSE. La

significativita €& stata valutata con il T-test diu&ent con P<0,05 come livello di
significativitao.

Si e partiti con il confronto tra i transienti dilcio su fibre di FDB dissociate da C57BL/6
ed NG2" di tre mesi.
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Figura 85: Misura della concentrazione basale ed al picamattiio in animali di 3 mesi
Come si puo vedere (Figura 85) non ci sono diffeeeper quanto concerne il livello

basale di calcio a riposo mentre si riduce sigatiiamente l'altezza al picco del transiente
nel confronto tra C57BL/6 e NG2di tre mesi (P<0,0001).

84



t to peak 50%

peak t tto basal 50%

0.0025 0.007 0.045

1n.95 in.95 0.04 —_ £ n.95

0.0020 — . n.110 B N.110 0.035- B n.110
i~ 7 0.005( “» 0.03
£ 00015 z 2
Y Y o 0.025
3 3 £ 0.02
£ 0.0010 g 5™
[ = 0.002 0015

0.0005 0.01

0.005:
0.0000 T > 0.0000- T > 0.0
C57BL/6 3mesi NG2" 3 mesi C57BL/6 3 mesi NG2™ 3 mesi

C57BL/6 3 mesi NG2" 3 mesi

Figura 86: Cinetiche concentrazione calcio in animali di 8sin

Per quanto riguarda la cinetica non ci cono vamigizné nel “time to peak 50%”, né nel
“time peak”, né nel “time to baseline 50%” (Fig3®).

Si e passati poi all’analisi dei transienti di ¢alsu fibre di FDB dissociate da C57BL/6 ed
NG2" di sette mesi.
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Figura 87: Misura della concentrazione basale ed al picamaftiio in animali di 7 mesi

Come si puo notare (Figura 87) anche a 7 mesi heono variazioni nel livello basale di

calcio mentre ci sono differenze statisticamengmiBcative nel picco del transiente tra
C57BL/6 di sette mesi ed NGHella medesima eta (P=0,0324).
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Figura 88: Cinetiche concentrazione di calcio in animalvdiesi

Inoltre, per quanto riguarda la cinetica (Figurg 88sono variazioni nel “time to peak

50%" tra C57BL/6 ed NG2 di 7 mesi (P=0,0113) e nel “time to baseline 50%"t
C57BL/6 ed NGZ di 7 mesi (P=0,0026).
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8.2. Elettroforesi di singolefibredi FDB

Per caratterizzare le fibre muscolari scheletridh&DB in coltura é stata effettuata una
corsa elettroforetica di singole fibre prese a camp tra quelle di C57BL/6 di 7 mesi ed
NG2" di 7 mesi delle quali si sono analizzati i transiedi calcio allo lonoptix
evidenziando delle significativita nelle cinetiche.

C57BL/6 NG2/-
FDB 1fiora 1fiora 1fibra 1 fibra

|

MHC 2A—, | '
MHC 2X > - - - -
MHC 2B—

MHC 1 i, e _-J

Figura 89: Esempib elettroforesi di singole fibre di FDB

Come si evince dal campione di fibre analizzatgFa 91) le fibre C57BL/6 ed NG2
sono in maggior parte di tipo “fast” (veloci) espénti una sola isoforma, MHC 2A o
MHC 2X, oppure anche due isoforme contemporaneamdinC 2A e MHC 2X oppure,
solo per NGZ le isoforme MHC 2X e MHC 2B (Figura 90).

MHC espresse FDB
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12 |

10 | O C57BL/6 (n.31)
8 mNG2-/- (n.31)

6 .

4 .

2 .

0 ‘ ‘ ‘ ‘ S ‘

2A 2X 2A2X 2A2B 2X2B 2A1 2X1 2A 2X1 1

Figura 90: Tipologia di fibre rilevate nei campioni analitizallo lonoptix
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Figura 91: Percentuali delle MHC espresse nelle fibre FBBlianate

Le fibre “slow” (lente), di tipo misto MHC 2X MHC,Inel C57BL/6 sono una minoranza e
totalmente assenti nelle fibre analizzate provendaNG2" (Figura 91). Questo potrebbe
spiegare la piu rapida cinetica dei transientialitio osservati con Fura-2.

8.3. Immunocitochimica

Le fibre ottenute da muscoli dei topi C57BL/6 ed NGsono state fissate dopo 24 ore
dalla dissociazione e [l'utilizzo di differenti acdrpi ci ha permesso una loro
caratterizzazione morfologica mediante due differeeniche di microscopia: la ViCo e la
TIRF.

8.3.1. Microscopia ViCo (Video-Confocal)

E’stato stato utilizzato I'anticorpo versandactinina che ha consentito di evidenziare la
linea Z di ciascun sarcomero. In NGXiene mantenuta la struttura interna con pattern
sarcomerico anche se l'intensita del bandeggio seegsere minore (Figura 92).

C5/7/BL/6 NG2-/-

Figura 92: Anticorpo versax-actinina in microscopia ViCo
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8.3.2. Microscopia TIRF (Total Internal Reflection Fluorescence)

Ricordiamo che tale metodica permette di analizeae sottile regione del campione ad
una risoluzione maggiore di altri tipi di micros@p

L’anticorpo diretto verso la vinculina (Figura 98yidenzia una marcatura regolare e
quindi non ci sono differenze tra C57BL/6 ed NQ%II'organizzazione costamerica.

C57BL/6 NG2/"

Figura 93: Anticorpo verso vinculina in microscopia TIRF

L’indagine del sub-complesso dei distroglicani, canticorpo verso la subunuita di
membranap- del distroglicano evidenzia (Figura 94) una mane di intensita
confrontabile e medesimo pattern tra C57BL/6 ed NG2

C57BL/6 NG2-

Figura 94: Anticorpo vers@-distroglicano in microscopia TIRF

88



Infine I'analisi del sub-complesso dei sarcogli¢aunibunitdy- del sarcoglicano, (Figura
95) evidenzia una riorganizzazione trasversal@qetteina nelle fibora NG2

C57BL/6 NG2/"

Figura 95: Immagini TIRF anticorpo versgsarcoglicano in wt e ko
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DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

Il collagene VI € una proteina della matrice exttldare che forma un reticolo di
microfilamenti nel muscolo scheletrico ed in attrgani. E’ costituito da tre catenel, a2
ed a3 codificate dai geni COL6A1, COL6A2 e COL6A3. Nthoma umano COL6AL e
COLG6AZ2 si trovano nel cromosoma 21g22.3 e COL6Amamosoma 2q37. Mutazioni a
carico di questi geni determinano nell'uomo la naitigp di Bethlem, la distrofia muscolare
congenita di Ullrich e la miosclerosi congenita.

La miopatia di BethlemBethlem and Wijngaarden, 197& un disordine autosomico
dominante che si presenta con contratture musaolalitiple e progressiva debolezza dei
muscoli prossimali. Le contratture interessano ocofjomiti, ginocchia e articolazioni
interfalangee. L’esordio € precoce ed i pazientiessitano dell’ausilio di una carrozzina
dopo i 50 anni ed alcuni muoiono per problemi negpii dovuti a paralisi del diaframma.

La distrofia di Ullrich Ullrich, 1930), invece, € una malattia autosomica recessiva che
presenta manifestazioni cliniche quali rigidita lelelarticolazioni prossimali e
iperdistensibilita distale con grave debolezza rolase. Molti pazienti muoiono per
insufficienza respiratoria nella prima decade asaadella rapida progressione di tale
patologia.

La miosclerosi congenitd(chenne, 1868ino a poco tempo fa faceva parte di un gruppo
di malattie di cui non si conosceva la causa mack’assa dovuta a mutazioni a carico del
collagene VI Merlini et al, 2008. | muscoli delle persone affette appaiono legrote
articolazioni sono bloccate al punto che anche $emmpovimenti, come aprire la bocca o
girare la testa, diventano molto difficili. Per ¢ani muscoli respiratori vengono colpiti
solo tardivamente.

Come modello di tali patologie vengono utilizzaipit knock-out creati da un gruppo di
ricercatori dell'universita di Padovd@naldo et al, 1998che presentano l'inattivazione
mirata del gene COL6AL. Questi topi, oltre a esgeia del collagene VI nella matrice
extracellulare, presentano difetti delle fibore nmalad. La microscopia elettronica ha
permesso di rilevare la presenza di marcate anendai mitocondri e dilatazione del
reticolo sarcoplasmatico che portano ad una pedbtl forza contrattile associata ad
apoptosi spontanea. La funzione mitocondriale & Stadagata valutando il potenziale
transmembrana mitocondriale con tetrametilrodamiedil estere (TMRM), un tracciante
fluorescente che si accumula nei mitocondri potatized € rilasciato quando il potenziale
transmembrana diminuisckwin et al, 2003. Tali studi hanno dimostrato una disfunzione
mitocondriale latente nelle fibre dei topi ColBalevidenziabile dopo incubazione con
oligomicina (inibitore selettivo dellagF, ATPasi), che provoca la depolarizzazione dei
mitocondri ed induce l'apoptosi delle fibre. L'utto della ciclosporina A (CsA) ha
suggerito, agendo sul poro di transizione dellanadilitd mitocondriale (PTPM), ad un

91



possibile trattamento della patologia murina, plob@ente estensibile anche alluomo
(Merlini et al, 2008

Per contribuire alla conoscenza del meccanismogpatdico che collega mutazioni del
collagene VI e insorgenza della patologia muscatamel tentativo di sviluppare un’ipotesi
per spiegare la via di segnale che dalla matricdapalla disfunzione del reticolo
sarcoplasmatico e del mitocondrio, all’apoptosiaet eventuali altri processi coinvolti
nella degenerazione muscolare, in questa tesnsi sonfrontati gli animali con knock-out
del collagene VI con animali knock-out del protecgho NG2.

La scelta del proteoglicano NG2 é dovuta al fatte mmsieme alle integrine NG2 € un
recettore integrale di membrana capace di legacelibhgene VI Htallcup et al, 1990
Diversi studi su biopsie di pazienti con distradidlllrich, dovuta a mancanza di collagene
VI, hanno evidenziato una riduzione di NG2 nel nolsscheletricd{iijama et al, 200p
Tale riduzione e stata rilevata anche in muscdiebatrici e nella cornea di topi knock-out
per il collagene VI Retrini et al, 200% Studi su colture cellulari hanno evidenziato che
NG2 puo agire come recettore del collagene VI [@rcbraggio alla superficie cellulare
modulando I'assemblaggio della matrice e promuowen@desione cellulare e i
cambiamenti morfologiciNishiyama et al, 1993 Modificazioni di NG2 nella superficie
cellulare dovute a mancanza di collagene VI o uli Bjandi extracellulare innescano una
serie di segnali di traduzione che influenzan@ilrangiamento citoscheletric¥dng et al,
2009). Nelle sezioni di gastrocnemio knock-out per ollagene VI da noi esaminate si
evidenzia, da un punto di vista qualitativo, urtuzione del’'NG2.

La disponibilita di topi geneticamente modificatijvi del proteoglicano NG2 ci ha fornito
la possibilita di caratterizzare il nuovo modellainno attraverso I'utilizzo di una serie di
metodichen vivo, ex vivoein vitro.

Il confronto tra le caratterizzazioni degli anim&@ol6al” ed NG2" ci ha permesso,
inoltre, di indagare se NG2 rappresenta la via ddiazione degli effetti intracellulari

dovuti alla mancanza del collagene VI.

Aspetti morfologici

La definizione di distrofia muscolare si basa swjuadro caratterizzato da degenerazione,
morte e rigenerazione delle fibre muscolari. Lespreza di fibre muscolari profondamente
danneggiate in modo probabilmente irreversibilepsd valutare con la colorazione
mediante un colorante vitale che penetra attraveasmembrana diventata permeabile
(Straub et al, 1998 Hamer et al 2002 Con iniezione del blue Evans abbiamo rilevato la
presenza nel muscolo diaframma, maggiormente oahgigli animali, di fibre positive alla
colorazione nei topi Col6d1ma non negli animali C57BL/6, usati come controko
neppure negli NG2. Le fibre nel knock-out per il collagene VI in alicolorante viene
assorbito appaiono ipercontratte e necrotiche. @uaspresupporre che nei topi NG2
processi di morte cellulare non abbiano la stessquénza osservata in altri modelli
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murini, non solo nei topi Col6d1 ma ancor di pil nei topi mdx in cui un elevata
percentuale di fibre € positiva alla coloraziona btue Evans.

Segni di alterazione strutturale sono tuttavia prssenti nei muscoli dei topi NG2 La
caratterizzazione istologica ha consentito un iglterconfronto fra NG2 e Col6al . Nei
muscoli Col6al & possibile evidenziare la variabilita nelle adedia sezione delle fibre
ed un aumento dei nuclei centrali (indice procasgenerativo) e verificare un aumento
dell'espressione delle fibre lente. Negli animalGXN~ oltre ai nuclei centrali si sono
evidenziati aggregati tubulari. Tali aggregati,cperon sono esclusivi dei topi NG2 ma
sono stati riscontrati in diversi ceppi di topi e (Agbulut et al, 2000

L’utilizzo della microscopia elettronica ha permesh evidenziare nel knock-out per il

proteoglicano NG2 la presenza di marcate anomaliendocondri, dilatazione del reticolo

sarcoplasmatico e disorganizzazione a livello défiadi. Inoltre, analizzando i vasi

capillari si & visto un ispessimento della lamiresde ed un aumento del numero di
periciti lungo la parete del vaso che lo avvolgges il 40% la superficie abluminare.

Questo aspetto € interessante: si collega con éaifga espressione di NG2 nella
membrana dei periciti e offre indicazioni di unasgbile causa di sofferenza per le fibre
muscolari basata su difficili scambi di ossigendi ewutrienti. La microscopia elettronica

fornisce nel topo knock-out per il collagene VI imgmi in parte simili a quelle ottenute

nei topi knock out per NG2. Si evidenziano infattarcate anomalie dei mitocondri e
dilatazione del reticolo sarcoplasmatitavin et al, 2003.

Aspetti funzionali

Di fronte alla presenza di consistenti alteraztnutturali, si € proceduto alla valutazione
funzionale dei muscoli dei topi NG2 iniziando con la determinazione della prestazione
contrattile in termini di sviluppo di forza. La aagta di sviluppare forza € un parametro
complesso, condizionato dall'integrita strutturalelle fibre muscolari e dall’adeguato
funzionamento dell’apparato contrattile, dei medcsan regolatori e dell’apporto
energetico.

Nell’analisi in vivo mediante grip test € stata calcolata la forza enediluppata in
contrazioni volontarie dagli animali e espressaeiazione al peso del singolo animale.
Trattandosi di forza durante contrazioni volontate variabilita € molto alta e occorre
studiare un gran numero di animali. Per il ceppd6&” il test & stato applicato su un
grande numero di animali (C57BL/6: 207 e Col6a205) dal momento che si studia da
anni tale modello. Si e cosi rilevata nel totalea wifferenza tra le medie altamente
significativa (P=0,0001). Simili risultati si sormitenuti analizzando i topi suddivisi in
base alla fascia d’eta ed in base al sesso. Ppdrap numero molto minore di animali
knock-out per il proteoglicano NG2 (C57BL/6:6 e NGE7) sono stati disponibili in
questi anni e seppure presentino medesimo trendCdal” non si & raggiunta la
significativita statistica.
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Misure della forza di contrazione sono poi statetefate per stimolazione elettrica per via
nervosa del muscolo gastrocnemio in topi in anestgnerale. Sorprendentemente questo
test non ha evidenziato differenze rispetto ai @dinthei muscoli dei topi knock-out per il
collagene VI, mentre ha mostrato una riduzionead&za nei knock-out per NG2 in
modo statisticamente significativo. L'analisi deiripi nella risposta ad un singolo impulso
(twitch) ha dato come risultati una riduzione renpi nel Col6at ed un prolungamento
dei tempi in NGZ..

La determinazione della forza sviluppata duranteolatrazione € stata anche effettuata
vivo in muscoli isolati, in particolare diaframma, EBLsoleo. L'analisi dei muscoli isolati
da Col6al mostra che la tensione sviluppata nelle singolches e nei tetani & ridotta
rispetto ai C57BL/6 di controllo, e tale riduziogestatisticamente significativa solo a
livello del diaframma. L'analisi dei muscoli isadlata NG2"~ mostra invece un aumento di
tensione sviluppata in singole twitches e tetaigniBcativa a livello del diaframma. Per
quanto riguarda la cinetica temporale si € osseruata riduzione del tempo di
rilassamento nel diaframma ed un prolungamentdesepo di rilassamento nellEDL di
NG2" all'eta di 3 mesi.

Tali alterazioni della cinetica nella prestaziooatcattile hanno suggerito di indagare se la
distribuzione dei tipi di fibre sia 0 meno altera@ muscoli dei topi knock-out rispetto a
quelli controllo. L’analisi elettroforetica ha peesso di valutare la distribuzione delle
isoforme della catena pesante della miosina che marker generalmente accettato del
tipo di fibra Schiaffino and Reggiani, 1998\ei muscoli di topo Col6&d1si ha un leggero
aumento dell’'espressione dell'isoforma lenta MH@ Lina contemporanea diminuzione
dellisoforma MHC 2B. Nei muscoli NG2 la percentuale delle differenti isoforme si
mantiene pressoché costante tranne che nel sofgoahémali di 3 mesi dove c’e un
aumento dell'isoforma MHC 2B.

Le alterazioni della cinetica della twitch e leati#zioni del reticolo sarcoplasmatico ci
potrebbero suggerire un anomalia funzionale chexessi il rilascio del calcio da parte del
reticolo ovvero un suo alterataptake durante il rilasciamento. Per determinare se il
transiente di Cd che segue lo stimolo elettrico sia alterato, sdatesffettuate una serie
di misure basate su una registrazione dei transgintalcio associati alla risposta
contrattile. Il modello sperimentale utilizzato sostate le fibore muscolari scheletriche
dissociate enzimaticamente dal muscolo FBegd et al, 1998 Sono state analizzate
fibre mantenute in coltura dopo 24 ore dalla digsocone. | risultati ottenuti utilizzando un
indicatore del calcio libero citosolico, il Furahanno mostrato per le fibre di Col6atina
minor ampiezza del transiente di calcio. Ancheenéibre di NGZ' si & evidenziata una
riduzione dell’ampiezza del transiente di calcioued alterazione delle cinetiche temporali
nei soli animali di 7 mesi. In nessuno dei due cejppopi sono state osservate differenze
nella concentrazione del calcio libero citosolicap@so.

Occorre aggiungere che I'FDB € un muscolo mistditto® principalmente da fibre che
esprimono isoforme veloci della miosina. Per comgege le ragioni della differenza nella
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cinetica nei topi NG2 di 7 mesi si sono studiate, mediante la tecniedtreforetica,
alcune fibre tra quelle analizzate con gli indicatiel calcio libero. Tra le fibre NG?2 la
percentuale seppur piccola di fibre lente o migi®ai/lente presenti nei C57BL/6, non &
stata individuata. La presenza di sole fibre velpoirebbe spiegare un riduzione dei
parametri temporali indicativi della cinetica dascio e ricattura del calcio.

Inoltre, I'uso delle colture di fibre muscolari stetriche di FDB ha permesso di valutare
possibili alterazioni strutturali del sarcolemma #eaock-out per il collagene VI ed i
knock-out per il proteoglicano NG2 usando la teleaidi microscopia video-confocale e di
microscopia TIRF. La microscopia TIRF consente idualizzare uno strato di spessore
attorno ai 100 nm e quindi di indagare il sarcolemmmodo mirato.

L'utilizzo di anticorpi specifici ha permesso diiéenziare determinate proteine del
citoscheletro ¢-actinina) e proteine che legano citoscheletraaet@demma (sarcoglicano,
distroglicano e vinculina). La proteina miofibrileaa-actinina si trova disposta esattamente
in modo uguale nelle fibre dei ceppi mutanti corsélenfibre controllo, secondo la precisa
regolarita dell’organizzazione sarcomerica. Le @ira sarcolemmali coinvolte nel “link”
con la matrice extracellulare (nel complesso disteoe proteine ad essa associate) come
sarcoglicani e distroglicani presentano anch’essa& disposizione regolare, ordinata e
periodica con striature trasversali a livello ségnumale quasi a seguire la disposizione
sarcomerica. Anche la disposizione della proteiivaculina non viene perturbata in
nessuno dei knock-out e quindi si presume il mamtento della regolarita costamerica.

A parziale limitazione della affidabilita di questisultati va sottolineato che le fibre che
sopravvivono alla dissociazione enzimatica e akefiniziale della coltura sono soltanto
quelle in buone condizioni; le fibre con segni Werazioni pit 0 meno avanzate vengono
perdute in questa fase. Quindi una conclusionensamtenimento dell’organizzazione
regolare delle fibre in Col6d1ed NG2 potrebbe non essere del tutto affidabile.

Questo approccio ad ampio raggio ci ha permessuteinere una descrizione completa
delle conseguenze strutturale e funzionali, a livehuscolare, della mancanza del
collagene VI e del proteoglicano NG2. Dobbiamo ¢etere che la sovrapposizione degli
effetti dei due knock-out é solo parziale.

Anche se nelle fibre di entrambi i ceppi sono ditradsli alterazioni del reticolo
sarcoplasmatico e della cinetica di rilascio-cattdel calcio, le conseguenze di questo
sulla prestazione contrattile sono molto diveraigc Forse soltanto nel confronto fra le
prestazioni contrattili volontarie (grip test) sitrova una analogia nella debolezza
muscolare mostrata dai due ceppi.

Le alterazioni morfologiche sono pure notevolmatifeerenziate. Certamente in nessuno
dei due ceppi sono presenti situazione di elevatgilita delle fibre muscolari come quelle
tipiche delle fibre mdx prive di distrofina. Il gde delle fibre nei topi privi di NG2 non
ripete comunque quello delle fibre dei topi Col6a®nche se ulteriori indagini sono
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necessarie, si potrebbe concludere che il legarael'&ssenza di collagene VI e
I'insorgenza di alterazioni all'interno della fibreon passa, o non solamente, attraverso il
proteoglicano NG2. Un’esplorazione del ruolo svattalle integrine diventa quindi il
prossimo passo necessario.
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