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SOMMARIO 

Il termine glaucoma indica un gruppo eterogeneo di neuropatie ottiche progressive 

caratterizzate da alterazioni del campo visivo dovute alla morte delle cellule ganglionari 

retiniche (Retinal Ganglion Cells, RGCs) e alla degenerazione del nervo ottico. Le 

strutture interessate in corso di glaucoma, retina e nervo ottico, costituiscono parte del 

sistema nervoso centrale (SNC), pertanto, il glaucoma è considerato, sotto ogni aspetto, 

una malattia neurodegenerativa. Così come per molte altre patologie neurodegenerative, 

l’eziologia del glaucoma è complessa e multifattoriale e la fisiopatologia cellulare e 

molecolare rimane poco sconosciuta.  

L’aumento della pressione intraoculare è considerato il principale fattore di rischio 

associato alla patologia, sebbene non sia la condizione necessaria e sufficiente per 

l'insorgenza della malattia e le cause responsabili della morte delle cellule ganglionari 

retiniche rimangono ancora ignote. Tuttavia, diversi sono i fattori che possono essere 

coinvolti per spiegare la perdita delle cellule ganglionari retiniche, fra questi: la 

deprivazione di fattori trofici, il danno da ischemia-riperfusione, lo stress ossidativo, la 

disfunzione mitocondriale e l’eccitotossicità indotta dal glutammato. 

Il processo autofagico rappresenta il principale sistema di degradazione lisosomiale per il 

turnover di organelli e di proteine a lunga emivita. Questo processo permette alla cellula di 

eliminare componenti tossici o danneggiati allo scopo di mantenere i livelli energetici e 

l’omeostasi cellulare in condizioni di stress metabolico.  

Un crescente numero di evidenze sperimentali suggerisce che la disfunzione o la 

deregolazione autofagica è associata a diverse patologie neurodegenerative di tipo cronico, 

come il morbo di Alzheimer, il morbo di Parkinson e la malattia di Huntington, ma anche 



 5 

di tipo acuto, come il danno ipossico e ischemico. Tuttavia, nonostante i numerosi studi sul 

ruolo dell’autofagia nelle malattie neurodegenerative, il ruolo di tale processo nella 

degenerazione retinica rimane ancora poco studiato. 

Pertanto, gli obiettivi del presente lavoro di ricerca sono stati: 

- verificare la modulazione del processo autofagico in un modello sperimentale di 

glaucoma in vivo ottenuto attraverso l’aumento transitorio della pressione 

intraoculare con conseguente ischemia retinica. 

-  valutare il ruolo dell’autofagia sulla vitalità cellulare in colture di cellule 

ganglionari retiniche RGC-5 attraverso la manipolazione farmacologica ed il 

silenziamento genico di proteine  tipicamente coinvolte nel processo autofagico. 

 

I risultati ottenuti dimostrano che l’insulto ischemico induce una riduzione significativa 

dell’espressione della forma associata all’autofagosoma della proteina LC3 (LC3II) e della 

proteina Beclin-1, coinvolta nelle fasi iniziali del processo autofagico. Quest’ultimo evento 

è accompagnato dal clivaggio proteolitico della proteina Beclin-1 nella fase post-ischemica 

con accumulo di un frammento proteico di 50kDa.  

L’attivazione della cascata eccitotossica, che consegue all’eccessiva stimolazione dei 

recettori NMDA per il glutammato, caratterizza l’insulto ischemico retinico e la morte 

delle cellule ganglionari ad esso associata. Nel presente lavoro è stata studiata l’attivazione 

delle proteasi Ca2+-dipendenti calpaine, tipicamente associate al fenomeno eccitotossico, in 

seguito all’induzione dell’ischemia retinica. 

Il profilo temporale di attivazione di questi enzimi proteolitici mostra un andamento 

compatibile con un loro coinvolgimento nel clivaggio della proteina Beclin-1. Il 
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trattamento con l’antagonista non competitivo dei recettori NMDA del glutammato, l’MK-

801 (50nM, 5µl/occhio), con gli inibitori delle calpaine MDL28170 ed SJA6017 (1mM, 

3µl/occhio) ed il silenziamento genico della subunità-1 delle calpaine in vivo (CAPNS1-

siRNA, 10µg/occhio), mentre riducono l’attività delle proteasi, prevengono l’accumulo del 

frammento di 50kDa. L’insieme dei dati conferma il coinvolgimento delle calpaine nel 

clivaggio di Beclin-1, che viene pertanto identificata come un nuovo substrato di queste 

proteasi. 

Infine, il ruolo protettivo o detrimentale dell’autofagia è stato valutato in colture cellulari 

RGC-5 in vitro. La deprivazione da siero per un periodo di 24h induce l’attivazione 

dell’autofagia; il trattamento con gli inibitori del processo autofagico, Bafilomicina-A1 

(100nM) e 3-metil-adenina (10mM), ed il silenziamento genico della proteina Beclin-1 in 

vitro riducono in modo significativo la vitalità delle RGC-5 in condizioni di deprivazione 

da siero. 

In conclusione, i dati riportati in questo studio indicano una deregolazione dell’autofagia in 

seguito all’ischemia/riperfusione retinica associata al clivaggio, mediato dalle calpaine, 

della proteina Beclin-1 e supportano il ruolo neuroprotettivo di questo processo nelle 

cellule ganglionari retiniche.  

Pertanto, la regolazione del processo autofagico potrebbe rappresentare un aspetto 

importante nelle patologie oculari associate ad eventi ischemici e quindi un potenziale 

bersaglio per nuove strategie neuroprotettive.   
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1. INTRODUZIONE 

 

1.1 IL GLAUCOMA 

1.1.1 L’epidemiologia della patologia 

Il termine glaucoma indica un gruppo distinto di neuropatie ottiche progressive di natura 

multifattoriale caratterizzate da neurodegenerazione e morte delle cellule ganglionari 

retiniche, perdita delle fibre nervose assonali ed escavazione della papilla ottica. Il 

glaucoma rappresenta la seconda causa di cecità irreversibile nel mondo con più di 60 

milioni di persone colpite nel 2010 ed una stima, per il 2020, di circa 79,6 milioni (Quigley 

and Broman, 2006). L’elevata incidenza della patologia fa si che il trattamento di pazienti 

colpiti da glaucoma costituisca ogni anno un onere finanziario notevole per la spesa 

sanitaria (Rylander and Vold, 2008).  

 

1.1.2 Principali fattori di rischio 

Nonostante i progressi compiuti nella diagnosi e nel trattamento del glaucoma le principali 

cause alla base della patologia rimangono sconosciute. Sono stati individuati diversi fattori 

di rischio associati allo sviluppo di questa patologia come le anomalie vascolari, l’aumento 

della pressione intraoculare, l’appartenenza etnica, l’età, il diabete (Quigley and Vitale, 

1997; Sommer et al., 1991; Tielsch et al., 1995a; Tielsch et al., 1995b; Tielsch et al., 

1991). 

Studi condotti su diverse popolazioni hanno stabilito come l’etnia Eschimese e Cinese 

presenta un rischio da 20 a 40 volte superiore di sviluppare il glaucoma rispetto alle 

popolazioni Caucasiche con una maggiore incidenza nelle donne rispetto agli uomini. Ciò 
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potrebbe essere dovuto alle ridotte dimensioni oculari e alla conformazione della camera 

anteriore (Congdon et al., 1997). Lo stesso accade per gli individui di origine Ispanica e 

Africana che sono soggetti ad un maggior rischio di danno glaucomatoso a causa di un 

disco ottico più ampio associato ad un maggiore stress meccanico (Quigley et al., 1990).  

Un altro fattore di rischio rilevante è rappresentato dall’età. Infatti, l’incidenza della 

patologia aumenta notevolmente negli individui di età superiore ai 50 anni (Leibowitz et 

al., 1980).  

Inoltre, diversi studi hanno dimostrato una maggiore incidenza del glaucoma nei soggetti 

diabetici rispetto a quelli non diabetici che potrebbe derivare da una pressione intraoculare 

più elevata o dall’effetto del diabete stesso sui piccoli vasi oculari e sulla testa del nervo 

ottico (Mitchell et al., 1997; Tielsch et al., 1995a).  

Tuttavia è importante considerare altri fattori come la storia familiare, l’incidenza dei 

fattori ambientali (David et al., 1985) la presenza di patologie oculari preesistenti come 

l’iperopia (Erie et al., 1997), i difetti di rifrazione oculare e la miopia che risulta associata 

ad una maggiore predisposizione del disco miope al danno glaucomatoso del nervo ottico 

(Quinn et al., 1995).  

Fra tutti i fattori di rischio menzionati, l’elevata pressione intraoculare è considerata il più 

importante (Le et al., 2003) tanto che, ad oggi, l'unico trattamento clinicamente approvato 

per la neuropatia è costituito dalle terapie volte a ridurre la pressione intraoculare (Kwon et 

al., 2009). Questo fattore di rischio è stato, infatti, identificato come possibile insulto 

primario nella patologia glaucomatosa responsabile della produzione di un danno di tipo 

meccanico e ischemico che porta alla morte delle cellule ganglionari retiniche (Levin, 

2003). 
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Tuttavia, il rapporto tra pressione intraoculare e danno glaucomatoso non è diretto. 

L'atrofia ottica può verificarsi anche quando i pazienti presentano valori pressori fisiologici 

(Shah and Wormald, 2003) e, viceversa, soggetti con pressione intraoculare elevata non 

sviluppano necessariamente il glaucoma (Gordon et al., 2002). 

Sebbene la terapia farmacologica riesca a controllare l’incremento pressorio, spesso i 

pazienti colpiti non dimostrano un recupero della vista ne un blocco nella progressione 

della patologia (Goldberg, 2007). Pertanto appare chiaro che il controllo della pressione 

intraoculare non può essere considerato l’unico obiettivo della terapia glaucomatosa ma 

bensì deve essere affiancato da strategie neuroprotettive che possano prevenire il danno 

glaucomatoso o ritardare la sua progressione (Leske et al., 2003; Weinreb, 2007). 

 

1.1.3 Tipologie di glaucoma 

Il glaucoma viene convenzionalmente suddiviso in due principali categorie: quello 

primario, che si verifica in assenza di patologie oculari preesistenti senza dimostrare 

necessariamente un incremento della pressione oculare, e quello secondario, quando al 

contrario vi è evidenza di un processo patologico che innalza la pressione al di sopra dei 

normali valori di perfusione oculare (Foster et al., 2002). 

All’interno di queste categorie è possibile effettuare altre suddivisioni in base alla 

conformazione gonioscopica “chiusa” o “aperta” dell’angolo camerale interno. Il glaucoma 

primario è quindi ulteriormente suddiviso in glaucoma primario ad angolo aperto e 

glaucoma primario ad angolo chiuso. I glaucomi secondari sono invece generalmente 

suddivisi in base al tipo di patologia scatenante come ad esempio la sindrome di 

dispersione del pigmento epiteliale, le uveiti e il glaucoma di tipo neovascolare e 
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traumatico (Khaw et al., 2004a; Khaw et al., 2004b; Shah and Wormald, 2002). Tuttavia da 

un punto di vista neurologico questo tipo di classificazione appare di utilità limitata non 

tenendo conto della natura e del profilo spazio-temporale dell’insulto alle cellule 

ganglionari retiniche né dei fattori che possono influenzare la suscettibilità al danno.  

Il glaucoma primario ad angolo aperto rappresenta la maggior parte delle forme di 

glaucoma. Nel 50% dei casi il danno al nervo ottico è associato a valori iniziali di 

pressione intraoculare superiori a 21mmHg mentre altri soggetti, circa il 30%, presentano 

un danno caratteristico del nervo ottico in assenza di valori sovra fisiologici della pressione 

intraoculare. In quest’ultimo caso si identifica la categoria di glaucomi che viene indicata 

come glaucoma a bassa pressione o a tensione normale (Shah and Wormald, 2003).  

L’aumento pressorio è spesso associato all’ostruzione delle vie di deflusso dell’umor 

acqueo. Studi condotti su soggetti colpiti da glaucoma primario ad angolo aperto hanno 

riportato un’alterazione strutturale della via trabecolare con una riduzione del numero di 

cellule endoteliali e dello spessore della membrana basale il quale porta ad un incremento 

della resistenza di deflusso. Inoltre è stata osservata un’alterazione della matrice 

extracellulare dovuta alla comparsa di placche elastiche nel reticolo iuxta-canaliculare e 

alla riduzione del numero dei vacuoli giganti legati al trasporto dell’umor acqueo 

(Allingham et al., 1992; Lutjen-Drecoll et al., 1986) (Figura 1.1). Fra le possibili cause del 

danno a livello del nervo ottico associato al glaucoma a tensione normale vi sono 

l’alterazione del flusso ematico associato a shock, vasospasmo, ipotensione sistemica e 

anomalie nella coagulazione del sangue (Tezel et al., 1996). 
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Figura 1.1 – Il Trabecolato Sclerocorneale.  

Immagine al microscopio di una sezione longitudinale del principale sistema di deflusso dell’umor 

acqueo costituito dalla porzione uveale, corneosclerale e dal tessuto connettivo iuxtacanaliculare 

che si trova in prossimità del rivestimento endoteliale del canale di Schlemm (A). Il sistema 

trabecolare svolge un ruolo fondamentale nella regolazione della pressione intraoculare e della 

resistenza al deflusso. (B) è un ingrandimento della figura (A). Modificata da “Tamm, 2009. Exp. 

Eye. Res. 10.1016”. 

 

Il glaucoma primario ad angolo chiuso si manifesta in individui particolarmente 

suscettibili. Esso è associato a una riduzione dell’angolo a livello della camera anteriore 

con occlusione del sistema angolare di filtrazione dell’umor acqueo. In particolare, questo 

tipo di glaucoma si verifica quando l’umor acqueo non riesce a passare liberamente dalla 

camera posteriore, attraverso la pupilla, a quella anteriore e ciò deriva dall’opposizione 
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dell’iride sul cristallino sottostante. Quando la resistenza prodotta dal blocco irido-

lenticulare supera la pressione della camera posteriore, l’iride periferica viene schiacciata 

in avanti occludendo l’angolo camerale e la via di deflusso trabecolare. 

Questo determina un rapido aumento della pressione intraoculare che si manifesta con 

dolore intenso, iperemia congiuntivale profonda e rapida perdita della visione (Congdon et 

al., 1992) (Figura 1.2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.2 – Configurazione dell’angolo camerale in un paziente colpito da glaucoma primario 

ad angolo chiuso.  

L’umor acqueo si accumula dietro la pupilla in seguito al blocco irido-lenticulare. L’innalzamento 

della pressione nella camera posteriore spinge l’iride periferica in avanti determinando la 

chiusura dell’angolo camerale (A). Angolo camerale in un soggetto con glaucoma primario ad 

angolo chiuso. Opposizione dell’iride periferica sul trabecolato sclero-corneale (B). 
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1.2 CENNI DI ANATOMIA OCULARE 

1.2.1 L’occhio 

L’occhio è un organo sensoriale sferico estremamente complesso costituito da diverse 

strutture specializzate. Lo strato più esterno è formato da un tessuto connettivo resistente di 

colore bianco, la sclera, che a sua volta continua nella porzione anteriore dell’occhio 

formando una struttura trasparente chiamata cornea. Il limite tra queste due membrane è 

definito limbus sclero-corneale. All’interno della sclera sono inseriti sei muscoli 

extraoculari che controllano la direzione del bulbo oculare durante il processo di visione. 

Lo strato mediale è formato da un sottile strato pigmentato e altamente vascolarizzato, la 

coroide, mentre lo strato più interno è rappresentato dalla retina (Figura 1.3). 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1.3 – Anatomia oculare.  

Sezione trasversale del bulbo oculare e delle strutture anatomiche coinvolte nell’elaborazione 

iniziale dell’impulso visivo.  Modificata da “Greenstein, 2000 – Color Atalas of Neuroscience – 

Neuroanatomy and Neurophysiology”.  
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La luce passa attraverso la cornea ed entra nell’occhio attraverso la pupilla che è circondata 

da una tonaca muscolare pigmentata chiamata iride. Nella porzione posteriore dell’iride si 

trova il cristallino o lente, una struttura trasparente biconvessa costituita da proteine fibrose 

ed elastiche, circondata da un processo muscolare chiamato corpo ciliare e sostenuto da 

legamenti sospensori radiali chiamate fibre zonulari. Il corpo vitreo, una sostanza 

gelatinosa trasparente, riempie la cavità oculare che si forma tra la parete posteriore della 

lente e la superficie anteriore della retina. Lo spazio tra cornea e iride viene chiamato 

camera anteriore mentre quello tra l’iride, il cristallino e il corpo ciliare prende il nome di 

camera posteriore. Queste strutture sono bagnate da un liquido incolore, l’umor acqueo, 

che viene secreto attivamente dal corpo ciliare nella camera posteriore e successivamente 

passa nella camera anteriore dove defluisce attraverso il sistema trabecolare nella 

circolazione venosa (Figura 1.3).  

 

1.2.2 Vascolarizzazione oculare 

L’apporto di substrati metabolici e di ossigeno alla retina viene compiuto principalmente 

dal sistema vascolare retinico e coroidale. Entrambi derivano dall’arteria oftalmica che 

origina a sua volta dall’arteria carotide interna. L’arteria oftalmica entra nell’orbita oculare 

attraverso il canale ottico e si divide in diverse branche formando l’arteria retinica centrale, 

le arterie ciliari posteriori e le arterie muscolari mediale e laterale. 

L’arteria retinica centrale si dispone ventralmente al nervo ottico mentre quelle ciliari 

posteriori viaggiano in avanti su entrambi i lati dando origine a 15-20 arteriole ciliari che 

entrano nella sclera formando un anello intorno al nervo ottico. Queste arterie sono 

deputate alla vascolarizzazione della retina, della coroide e della testa del nervo ottico. 
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Oltre a queste le arterie ciliari posteriori danno origine anche alle arterie ciliari posteriori 

lunghe mediale e laterale che entrano nella sclera ventralmente e lateralmente al nervo 

ottico e viaggiano all’interno dello spazio sovracoroidale verso il segmento anteriore. Qui 

si uniscono alle branche delle arterie ciliari anteriori nella vascolarizzazione dell’iride e del 

corpo ciliare (Pournaras et al., 2008). 

L’arteria muscolare mediale invece è deputata alla vascolarizzazione del muscolo retto 

mediale, inferiore e laterale mentre il ramo laterale rifornisce il muscolo retto superiore. 

Allo stesso modo il deflusso ematico a livello oculare è mediato dal sistema venoso che a 

partire dall’uvea anteriore decorre nelle vene episclerali che inoltre ricevono l’umor 

acqueo filtrato a livello del trabecolato sclerocorneale e del canale di Schlemm. Tuttavia, la 

maggior parte del sangue proveniente dall’iride e dal corpo ciliare defluisce nelle vene 

vorticose. Le vene episclerali drenano principalmente nelle vene dei muscoli extraoculari e 

successivamente nelle vene oftalmiche superiore e inferiore insieme al sangue proveniente 

dalle vene vorticose. Posteriormente la vena retinica centrale, che riceve la maggior parte 

del drenaggio venoso della testa del nervo ottico, lascia l’occhio decorrendo in una tunica 

avventizia insieme all’arteria retinica centrale. Viaggiando al di sotto del nervo ottico la 

vena retinica centrale lascia l’orbita oculare attraverso il canale ottico e si unisce alle vene 

oftalmiche superiore ed inferiore per svuotarsi nel seno cavernoso (Pournaras et al., 2008). 

 

1.2.3 La retina e le vie visive 

La retina è una struttura altamente specializzata organizzata a strati, con uno spessore di 

circa 200µm, costituita da cinque tipologie di cellule neuronali: i fotorecettori, le cellule 
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bipolari, le cellule orizzontali, le cellule amacrine e le cellule ganglionari (Masland, 2001; 

Nathans, 1999) (Figura 1.4). 

I fotorecettori, localizzati nello strato nucleare interno (Outer Nuclear Layer, ONL), si 

trovano in prossimità dell’epitelio pigmentato retinico e si dividono in coni e bastoncelli. 

Le loro funzioni sono sostanzialmente simili sebbene presentino differenze di tipo 

strutturale e biochimico. I bastoncelli sono distribuiti in tutta la retina, sono molto sensibili 

alla luce e mediano la visione notturna. I coni si trovano principalmente nella fovea, sono 

meno sensibili alla luce e mediano la visione diurna (Palczewski, 2006). 

A livello delle terminazioni sinaptiche dei fotorecettori, nello strato plessiforme esterno 

(Outer Plexiform Layer, OPL), l’impulso elettrico viene trasferito alle cellule bipolari ed 

orizzontali che insieme alle cellule amacrine formano lo strato nucleare interno (Inner 

Nuclear Layer, INL) (Figura 1.4). Le cellule bipolari si dividono in due gruppi: le cellule 

ON e le cellule OFF. I coni rispondono alla stimolazione luminosa con una graduale 

iperpolarizzazione e con il rilascio di glutammato a livello della terminazione sinaptica. I 

neuroni postsinaptici esprimono tipi diversi di recettori per il glutammato. Infatti, le cellule 

bipolari OFF e le cellule orizzontali esprimono i recettori ionotropici del glutammato 

AMPA (Amino-3-idrossi-5-metil-4-isossazol-propionico) e KA (Acido Kainico) mentre le 

cellule bipolari ON esprimono recettori metabotropici, in particolare il recettore mGLuR6 

(Haverkamp et al., 2000; Haverkamp et al., 2001a; Haverkamp et al., 2001b).  

Le cellule orizzontali e le cellule bipolari OFF sono iperpolarizzate dalla luce e 

trasferiscono il segnale elettrico nello strato plessiforme interno (Inner Plexiform Layer, 

IPL) attraverso la formazione di sinapsi eccitatorie con le cellule ganglionari OFF. Le 

cellule bipolari ON vengono depolarizzante e formano sinapsi con le cellule ganglionari 
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ON. Così le cellule ganglionari OFF sono eccitate da stimoli in condizioni di buio mentre 

le cellule ganglionari ON da stimoli in condizioni di luce.  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Figura 1.4 – La retina.. 

Questa struttura è localizzata nello strato più interno dell’occhio ed è costituita da cinque classi di 

cellule neuronali distribuiti nei diversi strati retinici. Il segnale luminoso viene elaborato dai 

fotorecettori (coni e bastoncelli) e trasmesso alle cellule bipolari nello strato nucleare interno 

(INL) e alle cellule ganglionari (GCL) secondo una traduzione verticale del segnale elettrico. Le 

cellule orizzontali formano sinapsi nello strato plessiforme esterno (OPL) e modulano l’interazione 

tra fotorecettori e cellule bipolari secondo una traduzione orizzontale del segnale elettrico mentre 

le cellule amacrine svolgono lo stesso ruolo nello strato plessiforme interno (IPL) modulando 

l’interazione tra cellule bipolari e cellule ganglionari. Modificata da “ Mustafi et al., 2009. Prog. 

Ret. Eye. Res. 28, 289-302”.  
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Tuttavia le cellule bipolari ON non inviano il segnale elettrico direttamente alle cellule 

ganglionari ma formano prima sinapsi con le cellule AII-amacrine. Queste cellule 

sommano gli impulsi elettrici formando sinapsi sulle terminazioni assonali delle cellule 

bipolari ON e sinapsi inibitorie sulle cellule bipolari OFF (Euler and Masland, 2000; Hack 

et al., 1999; Soucy et al., 1998) (Figura 4). 

Il segnale retinico si distribuisce in direzione verticale e orizzontale. La trasmissione 

verticale parte dai fotorecettori, arriva alle cellule bipolari e infine alle cellule ganglionari  

che, a loro volta, rappresentano la via comune finale del flusso di informazioni verso il 

nervo ottico. Il principale neurotrasmettitore di questo sistema verticale è il glutammato 

che agisce attraverso recettori ionotropici eccitatori e metabotropici inibitori. Altre cellule 

mediano la neurotrasmissione orizzontale nello strato plessiforme interno ed esterno 

svolgendo un ruolo importante nella qualità spaziale e temporale del processo di visione. 

Le sinapsi delle cellule orizzontali nello strato plessiforme esterno modulano l’interazione 

tra fotorecettori e cellule bipolari mentre le sinapsi delle cellule amacrine svolgono lo 

stesso ruolo nello strato plessiforme interno riguardo l’interazione tra cellule bipolari e 

cellule ganglionari. La neurotrasmissione orizzontale è mediata principalmente dai 

neurotrasmettitori inibitori GABA e glicina (DeVries and Baylor, 1995; Raviola and 

Dacheux, 1987).  

I prolungamenti assonali delle cellule ganglionari si uniscono in fasci di fibre nervose che 

attraversano la retina interna formando il nervo ottico, il quale si diparte dalla porzione 

posteriore dell’orbita oculare verso i centri nervosi superiori. Gli assoni della porzione 

temporale della retina sinistra proiettano verso il nucleo genicolato laterale sinistro del 

talamo, mentre gli assoni della porzione nasale della retina destra si incrociano formando il 
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chiasma ottico. Pertanto il nucleo genicolato laterale sinistro riceve input da entrambi gli 

occhi relativi alla metà destra del campo visivo.  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1.5 – Vie visive centrali.  

Attraverso le fibre assonali del nervo ottico il segnale visivo arriva ai centri cerebrali superiori. La 

porzione destra e sinistra di ogni retina invia i dati rispettivamente alla parte destra e sinistra 

della corteccia visiva. Questi dati vengono poi elaborati e combinati insieme fornendo così 

l’immagine completa del campo visivo. Modificata da “Greenstein, 2000 – Color Atalas of 

Neuroscience – Neuroanatomy and Neurophysiology”.   
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Allo stesso modo, il nucleo genicolato laterale destro riceve input da entrambi gli occhi 

relativi alla metà sinistra del campo visivo. I neuroni di ciascun corpo genicolato del 

talamo proiettano alla corteccia visiva del lobo occipitale tramite le radiazioni ottiche e 

rappresentano circa il 75% degli assoni che si dipartono dalla retina. Il 25% delle fibre 

rimanenti seguono una via secondaria che proietta ai collicoli superiori, detto anche tetto 

ottico (Figura 1.5). Da qui si dipartono fibre nervose che stimolano i muscoli oculari 

estrinseci ed intrinseci deputati rispettivamente al controllo dei movimenti oculari 

simultanei, come il monitoraggio e la convergenza oculare e al controllo dei muscoli 

oculari dell’iride e del corpo ciliare.  

 

1.3 GLAUCOMA E NEURODEGENERAZIONE 

1.3.1 Fattori coinvolti nel danno cellulare  

La retina e il nervo ottico sono parte del sistema nervoso centrale e rappresentano le 

principali strutture colpite dalla patologia glaucomatosa; di conseguenza il glaucoma viene 

considerato, a tutti gli effetti, una patologia neurodegenerativa. Tuttavia, come accade per 

altre patologie neurodegenerative, l’eziologia della malattia risulta complessa e i 

meccanismi cellulari e molecolari alla base di questo processo rimangono sconosciuti.  

Negli ultimi anni la disponibilità di nuovi modelli cellulari e animali ha favorito una 

maggiore comprensione degli eventi molecolari che mediano la disfunzione e la morte 

delle cellule ganglionari retiniche in corso di glaucoma. Diversi fattori di stress cellulare 

sono stati identificati come potenzialmente coinvolti nella neurodegenerazione retinica e 

questi includono: 
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- l’alterazione del supporto neurotrofico (Anderson and Hendrickson, 1974; Pease et 

al., 2000) 

-  la tossicità mediata dall’attivazione di astrociti e microglia (Kreutzberg, 1996; 

Tezel and Wax, 2004) 

- lo stress ossidativo (Tezel, 2006) 

- la disfunzione mitocondriale (Kong et al., 2009) 

- mutazioni genetiche che predispongono alla patologia oculare (OPA-1, OPTN, 

MYOC) (Allingham et al., 2009; Ray and Mookherjee, 2009) 

- fenomeni autoimmuni (Wax, 2011) 

- condizioni ipossico/ischemiche (Kaur et al., 2008; Osborne et al., 2004) 

- l’eccitotossicità mediata dal glutammato (Martin et al., 2002; Naskar et al., 2000) 

 

L’alterazione del supporto trofico rappresenta un fattore importante nella 

neurodegenerazione retinica  in corso di glaucoma (Pease et al., 2000). In questo contesto, 

la presenza di valori pressori elevati sarebbe responsabile della torsione o compressione 

degli strati della lamina, provocando l’interruzione o alterazione del trasporto assonale e il 

blocco dell’apporto di sostanze necessarie per la sopravvivenza cellulare (Quigley and 

Anderson, 1977). 

Le neurotrofine vengono secrete a livello dei dendriti e agiscono sulle cellule presinaptiche 

in senso retrogrado o su bersagli postsinaptici viaggiando lungo gli assoni. Nel sistema 

visivo, le neurotrofine sono espresse nella retina e nei centri visivi primari cerebrali dove 

regolano i processi di sopravvivenza, differenziamento e la rigenerazione dei neuroni 

attraverso proprietà autocrine, endocrine e paracrine (Altar and DiStefano, 1998; Herzog 
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and von Bartheld, 1998). La deprivazione di fattori neurotrofici come l’NGF (Nerve 

Growth Factor), il BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor), l’NT3, NT4 e l’NT5 

(Neurotrophins 3, 4, 5), che agiscono attraverso il legame al recettore ad attività tirosina-

chinasi (Tyrosine kinase receptor, TrkA) e al recettore p75NTR (p75 neurotrophin 

receptor), assume un ruolo rilevante nei processi neurodegenerativi (Berkemeier et al., 

1991; Kaplan et al., 1991). Diversi studi hanno dimostrato come il flusso di fattori 

neurotrofici, dal collicolo superiore alle cellule ganglionari retiniche, è notevolmente 

ridotto in modelli animali di glaucoma dove il trasporto assonale e retro-assonale risulta 

alterato (Rudzinski et al., 2004). Questo determina una riduzione del supporto neurotrofico 

compromettendo la sopravvivenza neuronale e attivando il processo apoptotico, come 

osservato in cellule ganglionari retiniche in seguito alla transezione del nervo ottico 

(Berkelaar et al., 1994).  

 

Le cellule della glia distribuite nella parte interna della retina e nella regione laminare e 

prelaminare della testa del nervo ottico forniscono il supporto metabolico alle cellule 

ganglionari e mantengono l’omeostasi di neurotrasmettitori e ioni extracellulari. I livelli di 

espressione di alcuni marker delle cellule gliali come la proteina fibrillare acidica gliale 

(Glial Fibrillary Acidic Protein, GFAP) risultano notevolmente aumentati in modelli 

sperimentali di glaucoma indicandone la loro attivazione. Tuttavia il loro coinvolgimento 

nella patologia glaucomatosa è molto complesso e i loro effetti possono avere sia un ruolo 

protettivo che detrimentale (Wang et al., 2000; Xue et al., 2006). 

Infatti, le cellule della glia possono indurre apoptosi attraverso l’attivazione della via 

estrinseca mediata dalla secrezione del fattore di necrosi tumorale (TNF-α, Tumor Necrosis 
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Factor-α) (Nakazawa et al., 2006). Inoltre il recettore TNFR-2 (Tumor Necrosis Factor 

Receptor-2) può mediare l’attivazione della microglia provocando a sua volta un effetto 

tossico sugli oligodendrociti del nervo ottico e la degenerazione ritardata delle cellule 

ganglionari retiniche (Nakazawa et al., 2006).  

 

L’insufficienza vascolare e la deprivazione di ossigeno e nutrienti a livello retinico e della 

testa del nervo ottico gioca un ruolo importante nell’insorgenza della neuropatia ottica. 

Essendo uno dei tessuti maggiormente attivi a livello metabolico, la retina consuma 

ossigeno più rapidamente di altri tessuti e pertanto, la sua integrità strutturale e funzionale 

dipende dal suo costante apporto (Ames et al., 1992).  

 

1.3.2 Il glutammato: recettori e trasportatori 

Il glutammato è il principale neurotrasmettitore eccitatorio nel sistema nervoso centrale dei 

mammiferi e svolge un’importante funzione nello sviluppo neuronale, nella plasticità 

sinaptica, nell’apprendimento e memoria in condizioni fisiologiche (Bliss and 

Collingridge, 1993; Suzuki et al., 2006).  

Normalmente, il glutammato viene rilasciato dal terminale presinaptico in seguito al 

processo di depolarizzazione e si accumula nello spazio sinaptico dove agisce su specifici 

recettori (GluRs) localizzati sui dendriti o sui terminali dei neuroni postsinaptici. I recettori 

del glutammato si dividono in due grandi famiglie: i recettori ionotropici (iGluR) e i 

recettori metabotropici (mGluR).  

I recettori ionotropici sono classificati in base al legame dell’agonista e si dividono in 

recettori N-metil-d-aspartato (NMDA) e recettori non NMDA, di cui fanno parte i recettori 
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α-amino-3-idrossi-5-metil-4-isoxazol-propionico (AMPA) e Kainato (KA) (Ozawa et al., 

1998). I recettori AMPA/KA sono permeabili agli ioni Na+ e K+; la loro attivazione 

permette l’entrata di ioni Na+ nella cellula e l’attivazione del processo di depolarizzazione 

della membrana cellulare. I recettori NMDA sono permeabili allo ione Na+ ma soprattutto 

allo ione Ca2+; questi recettori sono caratterizzati dal blocco voltaggio-dipendente 

esercitato dallo ione Mg2+ che agisce come sensore di voltaggio e blocca il canale ionico in 

condizioni di potenziale negativo di membrana. Quando la membrana viene depolarizzata 

da uno stimolo eccitatorio il blocco dello ione Mg2+ viene rimosso ed il legame del 

glutammato e della glicina al recettore permette l’apertura del canale ionico e l’entrata 

dello ione Ca2+ nella cellula (Mayer et al., 1984; Nowak et al., 1984).  

Nella retina, i recettori NMDA sono presenti nelle cellule bipolari ON, amacrine e 

ganglionari (Euler et al., 1996; Fletcher et al., 2000; Hartveit and Veruki, 1997). I recettori 

AMPA si distribuiscono invece in tutti i neuroni retinici ad eccezione dei fotorecettori 

mentre quelli KA si localizzano in modo particolare nelle cellule bipolari OFF ed amacrine 

(Brandstatter et al., 1994; DeVries, 2000; Grunder et al., 2000). 

I recettori metabotropici (mGluR1-8) sono recettori accoppiati a proteine-G e si dividono 

in tre sottogruppi, in base alle caratteristiche farmacologiche, all’omologia di sequenza e al 

meccanismo di trasduzione del segnale. Il primo gruppo (mGluR-I) comprende i recettori 

mGluR1 e mGluR5 che, in seguito all’attivazione della fosfolipasi-C (PLC), mediano 

l’idrolisi del fosfatidil-inositolo con formazione dell’inositolo-tri-fosfato (IP3) il quale 

stimola il rilascio di Ca2+ dai depositi intracellulari. Il secondo (mGluR-II) e il terzo 

gruppo (mGluR-III) comprendono rispettivamente i recettori mGluR3, mGluR4 e i 

recettori mGluR4, mGluR6, mGluR7 e mGluR8. Entrambi i gruppi sono accoppiati 
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negativamente all’enzima adenilato cilasi e riducono la produzione di cilico-AMP (cAMP) 

(Conn and Pin, 1997). I recettori mGluR-I sono presenti nelle cellule bipolari, orizzontali, 

amacrine e ganglionari, gli mGluR-III sono distribuiti in tutte le cellule della retina mentre 

i recettori mGluR-II si localizzano solo a livello dei fotorecettori e nelle cellule bipolari 

OFF (Gerber, 2003; Hartveit et al., 1995). 

In condizioni fisiologiche la risposta eccitatoria del glutammato viene velocemente 

bloccata grazie all’efficiente rimozione di questo neurotrasmettitore dallo spazio sinaptico 

attraverso l’uptake a livello di neuroni e cellule della glia che circondano la sinapsi, le 

quali contribuiscono a mantenere le concentrazioni di glutammato al di sotto dei livelli di 

depolarizzazione (Nicholls and Attwell, 1990). Questo processo è mediato dai trasportatori 

per gli aminoacidi eccitatori (EAATs) che cotrasportano il glutammato insieme allo ione 

Na+ utilizzando il gradiente elettrochimico generato dall’attività della pompa Na+/K+ 

ATPasi di membrana. Nella retina sono stati identificati quattro tipologie diverse di 

trasportatori per il glutammato. Il trasportatore glutammato-aspartato GLAST (EAAT1), 

localizzato principalmente a livello delle cellule di Müller, il trasportatore GLT1 (EAAT2) 

che si trova a livello dei fotorecettori e nelle terminazioni delle cellule bipolari retiniche, il 

trasportatore per gli aminoacidi eccitatori EAAC1 (EAAT3), nelle cellule orizzontali, 

amacrine e nelle cellule ganglionari e il trasportatore per gli aminoacidi eccitatori EAAT5, 

presente nei fotorecettori e nelle cellule bipolari retiniche (Pow and Barnett, 1999; Pow 

and Barnett, 2000; Rauen and Kanner, 1994; Schultz and Stell, 1996).  

Mentre gli astrociti assumono un ruolo importante nell’uptake del glutammato nel sistema 

nervoso centrale, nella retina questa funzione è esercitata prevalentemente dalle cellule di 

Müller. E’ stato dimostrato come l’esposizione di cellule ganglionari retiniche isolate di 
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ratto a concentrazioni crescenti di glutammato determina un aumento dose-dipendente 

della morte cellulare. L’effetto neurotossico viene bloccato in presenza di cellule di Müller 

in coltura e revertito quando l’uptake del glutammato è inibito attraverso il trattamento con 

D,L-treo-β-idrossi-aspartato (THA),il quale inibisce l’attività dei trasportatori di membrana 

(Kawasaki et al., 2000).  

In seguito all’uptake nelle cellule della glia il glutammato, attraverso l’azione della 

glutammina sintetasi (GS), viene convertito in glutammina. Quest’ultima viene rilasciata 

nello spazio extracellulare e captata dai neuroni dove viene riconvertita nuovamente in 

glutammato. Questo “shunt” metabolico tra neuroni e glia rappresenta una componente 

essenziale per il metabolismo del glutammato e la sua alterazione potrebbe portare a danno 

eccitotossico, come osservato in condizioni d’ischemia nella retina isolata di ratto (Napper 

et al., 1999; Osborne et al., 2003).  

 

1.3.3 Evidenze sperimentali alla base del processo eccitotossico 

Nel 1957 Lucas e Newhouse dimostrarono l’effetto neurotossico e la perdita dei neuroni 

negli strati più interni della retina di topo in seguito alla somministrazione sottocutanea di 

glutammato. Sebbene il meccanismo fosse ancora sconosciuto, questa fu la prima 

dimostrazione di un insulto eccitotossico (Lucas and Newhouse, 1957a; Lucas and 

Newhouse, 1957b). 

Nel 1959 Curtis e colleghi descrissero l’effetto depolarizzante del glutammato sui neuroni 

spinali di ratto sviluppando la prima evidenza sperimentale dell’effetto di un 

neurotrasmettitore eccitatorio (Curtis et al., 1959). Dieci anni più tardi Olney, dopo aver 

documentato l’insorgenza di lesioni cerebrali nel topo in seguito al trattamento con 
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glutammato, coniò il termine “eccitotossicità” per descrive il processo di morte cellulare 

causato dall’eccessiva o prolungata stimolazione dei recettori glutammatergici (Olney, 

1969). Successivamente, diversi studi hanno supportato questa scoperta indicando che 

l’aumento dei livelli extracellulari di glutammato possono essere tossici per le cellule 

neuronali, inclusa la retina, e che l’eccitotossicità gioca un ruolo importante nella 

patogenesi di diverse malattie neurodegenerative (Doble, 1999). 

Numerose evidenze sperimentali hanno riportato come l’eccessiva attivazione dei recettori 

glutammatergici è coinvolta nel danno neuronale in seguito ad un insulto di tipo acuto, 

come l’ischemia cerebrale, l’ipoglicemia e l’epilessia, oppure legato ad uno stato 

neurodegenerativo di tipo cronico come per la sclerosi laterale amiotrofica,  la malattia di 

Huntington, il morbo di Parkinson e la malattia di Alzheimer (Beal, 1992; Lipton and 

Rosenberg, 1994; Meldrum and Garthwaite, 1990).  

Diversi studi hanno evidenziato come il recettore NMDA sia il principale mediatore del 

danno eccitotossico in quanto coinvolto nell’aumento sostenuto dei livelli di Ca2+ 

intracellulari responsabili dell’attivazione dei processi di morte cellulare (Choi, 1988a; 

Choi, 1988b). 

Nella retina è stato ampiamente documentato come la cascata eccitotossica gioca un ruolo 

chiave nella morte delle cellule ganglionari retiniche. Infatti, in condizione di glaucoma 

sperimentale, indotto mediante l’aumento transitorio della pressione intraoculare, è stato 

osservato un incremento dei livelli intravitreali di questo neurotrasmettitore nel coniglio, 

nel ratto (Louzada-Junior et al., 1992; Nucci et al., 2005), nella scimmia e nell’uomo 

(Dreyer et al., 1996). L’iniezione di glutammato o NMDA nell’occhio adulto di ratto 

induce danno istologico e perdita dose-dipendente di cellule amacrine e cellule ganglionari 
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retiniche (Nash and Osborne, 1999). Inoltre, l’utilizzo di antagonisti del recettore NMDA 

del glutammato, come l’MK-801, e inibitori della nitrossido sintasi (NOS) hanno 

dimostrato un effetto neuroprotettivo in seguito al danno ischemico sia in vitro che in vivo 

(Adachi et al., 1998; Nucci et al., 2005). 

La morte neuronale eccitotossica è caratterizzata dall’attivazione sia del processo necrotico 

che apoptotico, a seconda dell’entità e della durata dell’insulto. Diverse evidenze 

sperimentali hanno riportato come l’esposizione a basse concentrazioni di glutammato 

induce morte apoptotica mentre l’esposizione a concentrazioni elevate favorisce la morte 

necrotica (Bonfoco et al., 1995).  

Studi recenti hanno suggerito, inoltre, un coinvolgimento del processo autofagico come 

possibile meccanismo di morte cellulare non apoptotica indotta da eccitotossine, 

nonostante la presenza di evidenze in cui questo processo rappresenta una strategia di 

sopravvivenza in diverse condizioni di stress cellulare. E’ stato osservato nel ratto come la 

somministrazione di acido kainico, un agonista dei recettori ionotropici del glutammato, a 

livello dello striato, determina l’attivazione dell’autofagia. Il blocco di tale processo 

attraverso l’utilizzo di 3-metil-adenina (3-MA) o inibitori dell’attività lisosomiale  blocca 

parzialmente il danno neuronale (Wang et al., 2008a; Zhang et al., 2009). Allo stesso 

modo, Sadavisan e collaboratori hanno riportato come l’attivazione del processo 

autofagico partecipa alla morte cellulare in colture neuronali cerebellari trattate con 

NMDA supportando un possibile coinvolgimento dell’autofagia nel danno neuronale 

mediato dal processo eccitotossico (Sadasivan et al., 2010). 
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1.3.4 Ischemia ed eccitotossicità 

I fenomeni ischemici assumono un ruolo importante nell’insorgenza del glaucoma e 

rappresentano un fattore determinante nella morte delle cellule ganglionari retiniche (Kaur 

et al., 2008). Il termine ischemia riflette, infatti, una condizione patologica complessa che 

si verifica in seguito alla riduzione del flusso ematico ai tessuti il quale risulta insufficiente 

a soddisfare la richiesta energetica cellulare (Osborne et al., 2004).  

A livello retinico, il principale effetto del blocco dell’apporto di ossigeno e glucosio risulta 

nell’alterazione del metabolismo energetico cellulare. In seguito alla riduzione del 

processo glicolitico e della fosforilazione ossidativa si verifica una caduta dei livelli di 

ATP che causa un’alterazione delle funzioni di membrana e la perdita dell’omeostasi 

ionica innescando una serie di eventi cellulari che portano alla morte neuronale. Studi 

condotti sulla retina di coniglio hanno evidenziato come il 50% del consumo di ossigeno è 

richiesto per la produzione di ATP necessario per il trasporto dello ione Na+ (Ames et al., 

1992). Quando la concentrazione intracellulare di ATP si riduce, la funzione della pompa 

Na+/K+ ATPasi viene compromessa determinando l’alterazione del potenziale di 

membrana cellulare e l’inibizione dei processi di ripolarizzazione degli assoni e delle 

membrane sinaptiche (Lipton, 1999).  

Questo fenomeno elimina il blocco voltaggio-dipendente esercitato dallo ione Mg2+ sui 

recettori NMDA del glutammato che, attivati dall’innalzamento dei livelli extracellulari 

dello stesso neurotrasmettitore, determinano un rapido aumento delle concentrazioni 

intracellulari dello ione Ca2+ (Zeevalk and Nicklas, 1992). Tale processo è potenziato 

dall’apertura sostenuta dei canali al Ca2+ voltaggio-dipendenti di tipo L (Aarts et al., 2003; 

Xiong et al., 2004). Studi condotti sulla retina isolata di ratto hanno dimostrato come 
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l’attivazione di questi canali ionici è responsabile per circa il 50% del flusso di Ca2+ che 

deriva dalla stimolazione del recettore NMDA (Melena and Osborne, 2001). 

Tuttavia, l’accumulo di Ca2+ attraverso i sistemi descritti è solo transitoria poiché questi 

canali ionici possono andare incontro a una rapida desensitizzazione dovuta all’eccessiva 

depolarizzazione della membrana cellulare. L’aumento dei livelli di Ca2+ dipende inoltre 

dal rilascio del Ca2+ dalla matrice mitocondriale e dall’attivazione dei recettori 

metabotropici del glutammato, che stimolano la produzione di IP3 e la liberazione di questo 

ione dal reticolo endoplasmatico (Abe et al., 1992; Kruman et al., 1998).  

Quando la deplezione energetica si protrae per un periodo di tempo elevato il rilascio del 

glutammato diventa indipendente dal Ca2+ ed è sostenuto dall’inversione dei trasportatori 

di membrana determinando l’accumulo di questo neurotrasmettitore nello spazio sinaptico 

(Phillis et al., 2000; Rossi et al., 2000). La particolare suscettibilità dei neuroni retinici 

all’ischemia, in particolare delle cellule ganglionari retiniche, è dovuta al fatto che queste 

cellule esprimono un numero elevato di recettori ionotropici del glutammato i quali 

vengono iperattivati, causando un’eccessiva depolarizzazione ed eventualmente la morte 

cellulare in seguito al danno eccitotossico (Brandstatter et al., 1994). L’aumento dei livelli 

di glutammato non solo promuove un rapido influsso di Na+ attraverso i recettori 

ionotropici AMPA/KA ma anche un aumento dei livelli dello ione Cl− che deriva 

dall’attività di diversi sistemi di trasporto cellulari come lo scambiatore Cl− /HCO3
-, 

l’attivazione del recettore GABAA e del trasportatore Na-K-Cl di tipo1 (NKCC1) (Babot et 

al., 2005; Russell, 2000). Questo processo favorisce l’entrata di H2O nella cellula causando 

uno shock osmotico, il rigonfiamento degli organelli intracellulari e la morte necrotica 

attraverso lisi cellulare (Beck et al., 2003; Lipton, 1999). 
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Quando le concentrazioni di Ca2+ citoplasmatiche superano i livelli fisiologici, a livello 

cellulare vengono attivati diversi meccanismi che favoriscono la sua rimozione. Tuttavia 

durante l’ischemia o l’eccitotossicità questi sistemi risultano alterati o insufficienti 

(Orrenius et al., 2003). L’attività dello scambiatore di membrana Na+/Ca2+ (NCX) svolge 

un ruolo centrale nella regolazione dei livelli intracellulari del Ca2 nelle cellule neuronali 

(White and Reynolds, 1995). Studi recenti hanno dimostrato come la ridotta espressione di 

questo scambiatore si traduce in un sovraccarico di ioni Ca2+ e nel danno neuronale 

(Pignataro et al., 2004). In condizioni ischemiche e in seguito alla depolarizzazione della 

membrana l’NCX inverte la direzione di trasporto favorendo l’accumulo di ioni Ca2+ 

all’interno della cellula come osservato in colture di cellule granulari cerebellari esposte a 

glutammato (Jeffs et al., 2007; MacGregor et al., 2003).  

L’eccesso di Ca2+ stimola l’attivazione di numerosi enzimi e proteine cellulari come lipasi, 

proteasi, fosfatasi ed endonucleasi coinvolti nella degradazione di numerosi substrati 

cellulari, nello stress ossidativo e nell’attivazione dei processi di morte necrotica e 

apoptotica. Inoltre questo processo è rafforzato dalla produzione di radicali liberi, 

nitrossido e dalla disfunzione mitocondriale che insieme culminano nella morte cellulare 

(Orrenius et al., 2003). 

Fra gli enzimi Ca2+-dipendenti attivati vi sono le proteasi a cisteina calpaine, enzimi con 

attività simile alla papaina implicati nella degradazione di proteine del citoscheletro, come 

l’actina e la spectrina, proteine di membrana e molecole di trasduzione del segnale.  

Fra i vari substrati clivati, la proteina spectrina è spesso utilizzata per indicare lo stato di 

attivazione delle proteasi calpaine poiché l’attività proteolitica di questi enzimi determina 

la formazione di due caratteristici frammenti di clivaggio a 150/145 kDa (Wang, 2000). 



 32 

Sono state identificate due isoforme di questo enzima, la µ-calpaina (calpaina I), che si 

localizzata essenzialmente nel citosol e viene attivata  da concentrazioni micromolari di 

Ca2+ in vitro, e la m-calpaina (calpaina II) che si localizza sulle membrane cellulari e viene 

attivata da concentrazioni millimolari di Ca2+ (Cong et al., 1989). Le calpaine regolano, a 

loro volta, l’attività di numerose proteine coinvolte nel mantenimento dell’omeostasi del 

Ca2+ attraverso il clivaggio e il blocco dell’attività dello scambiatore Na+/Ca2+ di tipo 3 

(NCX3) (Bano et al., 2005) e dell’ATPasi della membrana plasmatica PMCA (Plasma 

Membrane Calcium ATPasi) (Pottorf et al., 2006). Allo stesso modo, le calpaine inducono 

l’aumento dei livelli intracellulari dello ione Ca2+ e il suo rilascio dal reticolo 

endoplasmatico mediante il clivaggio rispettivamente dei canali-L del Ca2+ e dell’ATPasi 

SERCA (Sarco/Endoplasmatic Reticulum Calcium ATPasi) (French et al., 2006), del 

recettore per la rianodina (RyR) (Rardon et al., 1990) e del recettore per l’inositolo 

trifosfato (IP3) (Magnusson et al., 1993). 

Altri substrati dell’attività proteolitica delle calpaine riguardano le subunità dei recettori 

AMPA e NMDA del glutammato (Bi et al., 2000; Gascon et al., 2008), alcuni enzimi 

citoplasmatici come la proteina chinasi Ca2+-calmodulina dipendente (CaMK), la proteina 

fosfatasi calcineurina (CaN) (Vosler et al., 2008) e alcune proteine regolatrici del processo 

apoptotico come Bid, Bax e Apaf-1 (Chen et al., 2001; Choi et al., 2001; Reimertz et al., 

2001).  

L’aumento del Ca2+ intracellulare favorisce il suo accumulo a livello dei mitocondri 

portando alla produzione di specie reattive dell’ossigeno (ROS) coinvolte nella 

perossidazione di lipidi, proteine e nel danno al DNA (Kumar and Agarwal, 2007; Siu and 

To, 2002; Yuan and Neufeld, 2001). Questo processo è un evento cruciale nella cascata 
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eccitotossica che si verifica in seguito al danno ipossico/ischemico (Murphy et al., 1999). 

Studi condotti su mitocondri isolati hanno dimostrato come lo ione Ca2+ è coinvolto nella 

formazione di pori di transizione (mitochondrial Permeability Transition Pore, mtPTP) 

favorendo il rigonfiamento mitocondriale, la perdita del potenziale di membrana e il 

rilascio di fattori pro-apoptotici come il citocromo-c e la proteina Smac/DIABLO (Budd 

and Nicholls, 1996; Shibata et al., 2002). 

 

1.4 L’AUTOFAGIA 

1.4.1 Generalità 

L’omeostasi cellulare viene mantenuta attraverso il corretto bilanciamento tra i processi di 

biosintesi e di degradazione dei componenti cellulari. Nelle cellule eucariotiche i lisosomi, 

o i vacuoli nelle piante e nei lieviti, rappresentano le strutture primarie deputate al processo 

di degradazione grazie alla presenza e all’azione delle idrolasi acide lisosomiali. 

L’autofagia, il cui termine significa auto-digestione, è un processo di degradazione 

cellulare altamente regolato attraverso il quale porzioni di citoplasma e componenti 

cellulari vengono inglobati in una struttura a doppia membrana chiamata autofagosoma 

(Figura 1.6). Successivamente, il contenuto vescicolare viene veicolato e degradato a 

livello lisosomiale, portando cosi alla formazione di nucleotidi, aminoacidi e acidi grassi 

liberi che possono essere riutilizzati per la sintesi di macromolecole essenziali e per la 

produzione di energia (Yorimitsu and Klionsky, 2005) (Figura 1.6). 

Questo processo è presente a livelli basali in tutte le cellule e viene stimolato quando vi è 

la necessità di generare energia e nutrienti cellulari, come ad esempio accade in condizioni 

di deprivazione di nutrienti o fattori di crescita (Kim et al., 2008b; Mortimore and Poso, 
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1987), ipossia (Zhu et al., 2005), ischemia (Adhami et al., 2006) e stress del reticolo 

endoplasmatico (Ding et al., 2007).  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1.6 – Il processo autofagico.  

L’induzione dell’autofagia inizia con la formazione di un fagoforo o membrana isolata. L’azione di 

diverse proteine Atg, come il complesso Beclin-1/PI3K-III, i sistemi di coniugazione e la proteina 

LC3 favoriscono l’espansione del fagoforo e la formazione dell’autofagosoma il quale può 

contenere proteine a lunga emivita, aggregati proteici e organelli cellulari. Questa struttura può 

andare incontro ad una fase di maturazione attraverso la fusione con endosomi o corpi multi-

vescicolari. In seguito la membrana esterna dell’autofagosoma si fonde con il lisosoma formando 

così un autolisosoma, attraverso cui i componenti sequestrati vengono degradati dalle idrolisi 

acide lisosomiali e i prodotti ottenuti utilizzati per il mantenimento del metabolismo cellulare. 

Modificata da “Melendez and Levine, 2009. WormBook, doi/10.1895”. 
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L’autofagia è coinvolta nei normali processi di sviluppo e rimodellamento cellulare, nel 

turnover di proteine a lunga emivita e organelli danneggiati, come ribosomi e mitocondri e 

nell’eliminazione di prodotti potenzialmente tossici come l’accumulo di aggregati proteici 

e patogeni intracellulari (Maiuri et al., 2007b; Rubinsztein et al., 2007). 

D’altra parte, l’alterazione del processo autofagico sembra essere coinvolta in numerose 

patologie come cancro, malattie neurodegenerative, disordini cardiovascolari ed infezioni 

microbiche (Martinez-Vicente and Cuervo, 2007).  

La formazione degli autofagosomi fu osservata per la prima volta al microscopio 

elettronico negli anni cinquanta da Novikoff e successivamente da De Duve, mentre i primi 

studi molecolari e lo studio della dinamica e funzione del processo autofagico sono molto 

più recenti (De Duve and Wattiaux, 1966; Novikoff, 1956).  Ad oggi, lo screening genetico 

nelle cellule di lievito di “Saccharomyces cerevisiae”, “Pichia pastoris” e “Hansenula 

polymorpha” ha portato all’identificazione di 32 proteine coinvolte nel processo 

autofagico (Autophagy-Related Genes, ATG) (Klionsky et al., 2003; Mizushima, 2007; Xie 

and Klionsky, 2007). La maggior parte delle proteine ATG sono state successivamente 

identificate e caratterizzate negli organismi eucarioti superiori suggerendo che l’autofagia è 

un processo cellulare altamente conservato (Nakatogawa et al., 2009).  

 

1.4.2 Tipologie di Autofagia  

E’ possibile distinguere tre diverse tipologie di autofagia in base alla modalità con cui i 

componenti intracellulari vengono veicolati a livello lisosomiale per la successiva 

degradazione: l’autofagia chaperone-mediata (chaperone-mediated autophagy, CMA), la 

macroautofagia e la microautofagia (Martinez-Vicente and Cuervo, 2007). I diversi tipi di 
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autofagia mostrano la stesso punto di arrivo, rappresentato dal lisosoma, ma sono 

caratterizzati da diversi substrati bersaglio, da una diversa via di regolazione e dalle diverse 

condizioni che ne portano all’attivazione. Tra questi l’autofagia chaperone-mediata è stata 

descritta solo nei mammiferi e agisce in modo selettivo nella degradazione di proteine 

citosoliche che possiedono una sequenza aminoacidica ben definita (KFERQ) (Backer et 

al., 1983; Dice et al., 1990). Circa il 30% di tutte le proteine citosoliche presentano questa 

sequenza e sono potenzialmente soggette a questo processo catabolico in particolare 

durante la deprivazione di nutrienti a lungo termine. Esse vengono riconosciute e legate dal 

complesso citosolico Hsc70 e successivamente veicolate sulla superficie della membrana 

lisosomiale (Agarraberes and Dice, 2001). Qui vengono riconosciute dal recettore di 

membrana LAMP-2A e attivamente trasportate nel lume lisosomiale per essere infine 

degradate (Cuervo and Dice, 1996; Cuervo and Dice, 2000).  

Il processo di traslocazione richiede, inoltre, la presenza di altre proteine, come il 

complesso Hsp90 e la proteina Hsc73, che guidano la fase d’internalizzazione prevenendo 

in tal modo il ritorno del substrato nel citosol (Terlecky et al., 1992). Il legame della 

proteina bersaglio al dominio citosolico del recettore LAMP-2A rappresenta il processo 

limitante nella CMA e cambiamenti nei livelli d’espressione di questo recettore sono 

utilizzati dalla cellula per modulare questo processo autofagico. In molti casi l’attivazione 

della CMA non richiede la sintesi ex novo di LAMP-2A ma è mediata da cambiamenti 

nell’organizzazione e nella degradazione del recettore sulla superficie della membrana 

lisosomiale (Bandyopadhyay et al., 2008).  

Il meccanismo che regola la dinamica del recettore LAMP-2A rimane ancora incerto. 

Tuttavia studi recenti supportano l’ipotesi che il recettore si localizzi tra la regione fluida e 
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i microdomini lipidici della membrana lisosomiale dove viene degradato. Quando il 

processo autofagico viene attivato LAMP-2A viene rilasciato da questi domini e si 

localizza sulla membrana attraverso un processo regolato dall’isoforma lisosomiale della 

proteina GFAP che stabilizza il complesso di traslocazione. In presenza di GTP il fattore di 

allungamento EF1α favorisce il distacco della proteina GFAP e l’attivazione del complesso 

di traslocazione (Bandyopadhyay et al., 2010).  

La microautofagia è stata inizialmente descritta nel fegato e parte della sua attivazione è 

stata osservata nelle cellule di lievito. Questo processo è caratterizzato dal sequestramento 

di intere porzioni citoplasmatiche e di piccole molecole direttamente dai lisosomi 

attraverso la formazione di invaginazioni circolari o tubolari della membrana che entrano 

nel lume lisosomiale dove vengono rapidamente degradate (Dubouloz et al., 2005). La 

microautofagia è coinvolta nel continuo turnover dei costituenti cellulari in condizioni 

basali, nella rimozioni selettiva di organelli non più necessari e durante la proliferazione 

dei perossisomi (Farre and Subramani, 2004). Un altro fattore che partecipa a questo 

processo è rappresentato dal complesso VTC (Vacuolar Transport Chaperone), costituito 

dalle proteine Vtc1-4, il quale si localizza a livello della membrana vacuolare dove assume 

un ruolo importante nell’organizzazione delle strutture tubolari e nel distacco delle 

vescicole (Uttenweiler et al., 2007). Infine la macroautofagia rappresenta la principale 

forma di autofagia caratterizzata dal sequestramento di grandi porzioni di citoplasma, 

proteine solubili, organelli cellulari e aggregati proteici in una struttura a doppia membrana 

chiamata autofagosoma. Dopo il processo di maturazione, che avviene grazie alla sua 

fusione con strutture multi-vescicolari o con un endosoma precoce o tardivo, il contenuto 

vescicolare viene degradato dalle idrolasi acide a livello lisosomiale. Questo processo 
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viene regolato dalla famiglia delle proteine ATG. I prodotti di degradazione ottenuti, come 

aminoacidi e acidi grassi liberi, vengono riportati a livello citoplasmatico grazie all’azione 

delle permeasi e dei trasportatori lisosomiali e possono essere successivamente utilizzati 

per la formazione di macromolecole essenziali o per sostenere il normale metabolismo 

cellulare (Levine and Klionsky, 2004). 

 

1.5 FORMAZIONE DELL’AUTOFAGOSOMA 

1.5.1 Il complesso ULK1 (Atg1) 

L’identificazione della famiglia dei geni ATG nelle cellule di lievito e dei loro omologhi 

nei mammiferi ha permesso di descrivere e comprendere il processo generale attraverso cui 

l’autofagia ingloba e degrada i suoi bersagli. La prima fase del processo autofagico è 

costituita dall’induzione e formazione di una membrana isolata o fagoforo che costituisce 

l’autofagosoma, un processo regolato dall’attività di diverse complessi proteici e lipidici al 

quale partecipano alcuni dei geni ATG. L’origine della membrana isolata non è stata 

ancora definita con certezza; tuttavia studi recenti hanno dimostrato un possibile 

coinvolgimento del reticolo endoplasmatico (ER) (Axe et al., 2008; Hayashi-Nishino et al., 

2009), della membrana mitocondriale esterna (Hailey et al., 2010) e della membrana 

plasmatica (Ravikumar et al., 2010). Il complesso Atg1, il cui omologo nei mammiferi è 

rappresentato dalla chinasi ULK1 (Unc-51 Like Kinase), gioca un ruolo importante nel 

processo d’induzione dell’autofagia agendo a valle del complesso multiproteico mTORC1 

(mammalian Target of Rapamycin Complex 1) costituito dalle proteine mTOR, Raptor, 

mLST8/GβL, Deptor e PRAS40 (Efeyan and Sabatini, 2010). In condizioni fisiologiche in 

cui vi è disponibilità di nutrienti a supporto del fabbisogno cellulare, mTORC1 possiede 
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attività chinasica e interagisce con il complesso Atg1 (ULK1) costituito dalle proteine 

Atg1-Atg13-Atg17 (FIP200) e Atg101, scoperta recentemente nei mammiferi, la quale si 

localizza a livello del fagoforo stabilizzando la proteina Atg13. Le proteine Atg13 e 

FIP200 svolgono un ruolo essenziale per l’attività della proteina chinasi ULK1 e la sua 

localizzazione a livello del fagoforo in via di formazione (Ganley et al., 2009).  

Durante la deprivazione di nutrienti, o in seguito al trattamento con rapamicina, mTORC1 

è inibita e si dissocia dal complesso Atg1 favorendo in tal modo la defosforilazione della 

proteina ULK1 e Atg13. Questo processo determina l’attivazione catalitica di ULK1 che, a 

sua volta, fosforila altri residui aminoacidici sulla proteina Atg13 e FIP200. Pertanto, 

l’inibizione di mTORC1 è associata all’attivazione della proteina ULK1 che, attraverso un 

processo che coinvolge eventi di fosforilazione e defosforilazione e alla dissociazione di 

diversi complessi multiproteici, induce l’attivazione dell’autofagia (Mizushima, 2010).  

Recentemente è stato suggerito un altro meccanismo mediante il quale ULK1 potrebbe 

essere positivamente regolata in condizioni di bassi livelli di energia attraverso 

l’interazione con diverse subunità della chinasi energia-dipendente attivata dall’AMP 

(AMP-activated protein kinase, AMPK) (Behrends et al., 2010). Il dominio C-terminale 

della chinasi ULK1 regola diverse funzioni di AMPK come la sua localizzazione 

sull’autofagosoma, il legame con Atg13, FIP200 e Atg101, l’attività chinasica per la 

fosforilazione dei substrati e il cambiamento conformazionale della proteina. Studi recenti 

dimostrano come la regione C-terminale di ULK1 si avvolge con il dominio chinasico N-

terminale mantenendo la proteina in una conformazione chiusa e favorendo la 

fosforilazione dei substrati (Chan et al., 2009).  
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Il meccanismo mediante il quale ULK1 attiva i componenti a valle del processo autofagico 

non è ancora interamente conosciuto; tuttavia è stato riportato come ULK1 interagisce con 

la proteina Ambra1 (activating molecule in Beclin-1-regulated autophagy 1), un 

componente del complesso Beclin-1/fosfatilinositolo-3-chinasi classe-III (PI3K-III) (He 

and Levine, 2010). Infatti, la chinasi ULK1 è coinvolta nel processo di localizzazione 

cellulare del complesso PI3K-III che, durante la disponibilità di nutrienti, è legato alla 

struttura del citoscheletro. Questa interazione è mediata dalla proteina Ambra-1 attraverso 

il legame del complesso PI3K-III alla proteina dineina associata ai microtubuli (Di 

Bartolomeo et al., 2010).  

In condizione di stress cellulare o di scarso apporto di nutrienti, la proteina ULK1 fosforila 

Ambra-1 permettendo il rilascio del complesso Ambra-1/PI3K-III dai microtubuli ed il 

loro trasferimento a livello del reticolo endoplasmatico, una tra le principali strutture che, 

si ipotizza, contribuiscono alla formazione dell’autofagosoma (Di Bartolomeo et al., 2010). 

 

1.5.2 La proteina Beclin-1 (Atg6) e il complesso PI3K-III 

La proteina Beclin-1 è espressa in diversi tessuti e si localizza principalmente all’interno di 

strutture citoplasmatiche come il reticolo endoplasmatico, i mitocondri e la membrana peri-

nucleare (Kang et al., 2011). Essa è costituita da tre distinti domini: un dominio BH3 in 

posizione N-terminale (aa 114-123), un dominio centrale CCD (coiled-coil domain, aa 

144-269) e un dominio conservato ECD (evolutionarly conserved domain, aa 244-337), 

importante nella fase d’induzione del processo autofagico. Inoltre Beclin-1 contiene una 

breve sequenza ricca in residui di leucina (NES) responsabile della trasduzione del segnale. 

Mutazioni nella sequenza NES riducono la capacità di Beclin-1 di attivare il processo 
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autofagico in seguito alla deprivazione di nutrienti o in condizioni di stress cellulare (Liang 

et al., 2008). Questi domini sono importanti nella formazione di complessi multiproteici 

con Ambra1, UVRAG e Atg14 che si legano al dominio CCD, oppure con la chinasi 

Vps34 che si lega ai domini CCD ed ECD. Il nucleo centrale del complesso di Beclin-1 è 

formato dalle proteine Beclin-1, Vps34, Vps15 e Ambra1 (He and Levine, 2010). La 

formazione di questo complesso multiproteico è importante per l’attivazione allosterica 

della PI3K di classe III, Vps34. Questa proteina favorisce la produzione di fosfoinositolo-

3-fosfato e richiama altre proteine effettrici come DFCP1 (double FYVE domain-

containing protein 1) e WIPI (WD-repeat protein interacting with phosphoinositides) le 

quali mediano la fasi iniziali del processo di formazione dell’autofagosoma (Axe et al., 

2008; Polson et al., 2010).   

Numerose proteine che interagiscono con Beclin-1 hanno la capacità di attivare o inibire il 

processo autofagico. La proteina Ambra1 ha la capacità di legare direttamente Beclin-1 e la 

sua down-regolazione riduce drasticamente l’attivazione dell’autofagia in condizioni di 

stress cellulare (Di Bartolomeo et al., 2010) (Figura 1.7).  

La proteina Atg14 (Atg14L o Barkor) è importante per l’attività della PI3K e l’induzione 

dell’autofagia mentre UVRAG (UV radiation resistance-associated gene) compete con 

Atg14 per il legame con Beclin-1 e favorisce il processo di maturazione attraverso la 

fusione dell’autofagosoma con l’endosoma tardivo o il lisosoma grazie all’interazione con 

il complesso C-Vps/HOPS e Rab7 (He and Levine, 2010) (Figura 1.7). La proteina Bif-1 

interagisce con Beclin-1 attraverso UVRAG, agisce come regolatore positivo del 

complesso PI3K e può favorire la curvatura della membrana nel processo di formazione 

dell’autofagosoma (Liang et al., 2008).  
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Figura 1.7 – Regolazione del complesso Beclin-1/PI3K-III.  

Le proteine Beclin-1, VPS34, Vps15 e Ambra1 formano il nucleo centrale del complesso PI3K-III. 

Il legame di Atg14 e UVRAG/Bif1 attivano il complesso stimolando il processo di formazione 

dell’autofagosoma. Alcuni studi hanno dimostrato un ruolo di UVRAG nella fase di maturazione e 

di fusione attraverso il reclutamento delle proteine C-Vps e della GTPasi Rab7. Al contrario la 

proteina Rubicon inibisce il processo autofagico bloccando la fase di formazione e il processo di 

fusione con il lisosoma. Modificata da “Congcong and Levine, 2010. Curr. Op. Cell. Biol. 22, 140-

149”.  

 

La proteina Rubicon (RUN domain protein as Beclin 1 interacting and cysteine-rich 

containing) si localizza a livello dell’endosoma e del lisosoma e la sua down-regolazione 

attraverso l’utilizzo di shRNA determina un aumento del numero di autofagosomi e 

l’accumulo della proteina LC3II dimostrando un effetto inibitorio sul processo autofagico 

(Figura 1.7). Il meccanismo con cui Rubicon esercita la sua funzione non è ancora chiaro, 

tuttavia la sua capacità di ridurre l’attività della chinasi Vps34 indica la possibilità che essa 
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eserciti la sua funzione attraverso l’interazione con il complesso Beclin-1/PI3K-III (Zhong 

et al., 2009).  

Le proteine ad attività anti-apoptotica Bcl2, Bcl-XL e Mcl-1, regolano negativamente 

l’autofagia attraverso l’interazione con il dominio BH3 della proteina Beclin-1 (Maiuri et 

al., 2007a; Pattingre et al., 2005). 

Sono stati riportati diversi meccanismi attraverso cui i segnali che inducono l’autofagia 

possono bloccare quest’interazione inibitoria come la competizione con proteine ad attività 

pro-apoptotica (Bad, Bix, Noxa, Puma, BNIP3) (Maiuri et al., 2007b), la fosforilazione del 

dominio BH3 della proteina Beclin-1 sul residuo Thr119 mediata dall’attivazione della 

chinasi DAPK (death-associated protein kinase) (Zalckvar et al., 2009), la fosforilazione 

della proteina Bcl2 attraverso la chinasi JNK1 (c-Jun N-teminal kinase-1) (Wei et al., 

2008) o l’interazione con la proteina nucleare HMGB1 (high mobility group box 1) (Kang 

et al., 2010). Questi segnali sono essenziali per il processo d’induzione dell’autofagia in 

risposta a specifiche forme di stress cellulare (Pattingre et al., 2009). 

Altre proteine possono regolare l’attività di Beclin-1 come il recettore dell’inositolo 1,4,5-

trifosfato (IP3), un canale al calcio localizzato a livello del reticolo endoplasmatico il quale 

interagisce indirettamente con Beclin-1 attraverso la proteina Bcl2 (Vicencio et al., 2009). 

In condizioni di deprivazione di nutrienti o in seguito al legame di antagonisti del recettore 

IP3 come la xestospongina-B, l’interazione con la proteina Beclin-1 viene bloccata e questo 

potrebbe spiegare come sostanze che causano una riduzione dei livelli di IP3 inducono 

l’autofagia attraverso un meccanismo mTOR indipendente (Sarkar et al., 2007).  

Inoltre, le molecole adattatrici del recettore TLR (Toll-like receptor), MyD88 (Myeloid 

differentiation primary response gene 88) e TRIF (TIR-domain-containing adapter-
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inducing interferon-β), possono interagire con Beclin-1 riducendo in tal modo il legame 

con Bcl2 (Shi and Kehrl, 2008).  

In seguito  all’induzione dell’autofagia da parte del recettore TLR4, il fattore TRAF6 

interagisce con Beclin-1 favorendo l’ubiquitinazione del residuo aminoacidico K63 

determinando l’oligomerizzazione di Beclin-1 e aumentando l’attività del complesso PI3K-

III (Shi and Kehrl, 2010).  

Sebbene non sia completamente chiaro come tutte queste proteine influenzino la 

composizione e la funzione del complesso multiproteico Beclin-1/PI3K-III, un’ipotesi 

possibile è che l’interazione diretta o indiretta con la proteina Beclin-1 trasmetta diversi 

segnali di stress cellulare favorendo l’attivazione del processo autofagico (Shi and Kehrl, 

2010). 

 

1.5.3 Beclin-1 e la correlazione apoptosi/autofagia 

Studi recenti hanno dimostrato come la proteina Beclin-1 possiede una sequenza BH3 (Bcl-

2 homology 3 domain) necessaria per il legame della proteina Bcl-2 e Bcl-XL. La 

mutazione delle sequenze BH3 di entrambi i domini per la proteina Beclin-1 o Bcl-2 

blocca la formazione del complesso Beclin-1/Bcl-2 e stimola l’attivazione dell’autofagia 

(Maiuri et al., 2007a; Sinha and Levine, 2008). Tuttavia Beclin-1, pur avendo tale dominio, 

non agisce come una proteina ad attività pro-apoptotica, nemmeno nei casi in cui essa 

venga iper-espressa (Boya and Kroemer, 2009). Al contrario, essa presenta un’attività anti-

apoptotica in diverse condizioni di stress cellulare come la deprivazione di nutrienti e 

l’ipossia (Ciechomska et al., 2009). In C. Elegans la deplezione della proteina Beclin-1 

attiva la morte cellulare programmata attraverso la via CED3/caspasi. Inoltre la down-
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regolazione della proteina Bid protegge le cellule cancerose dall’apoptosi e induce 

l’attivazione dell’autofagia attraverso l’aumento dell’espressione della proteina Beclin-1 

(Kang et al., 2011) (Figura 1.8).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.8 – Relazione  apoptosi/autofagia. 

In seguito all’esposizione sostenuta a stimoli apoptotici, il clivaggio della proteina Beclin-1 

mediato dalle caspasi genera i frammenti C- ed N-terminale che perdono la capacità di attivare il 

processo autofagico. A livello dei mitocondri, il frammento C-terminale amplifica il segnale 

apoptotico. Viceversa, l’autofagia può essere attivata dalla formazione di un frammento di 

clivaggio della proteina Atg4D, mediato dalla caspasi-3, e inibisce parzialmente l’apoptosi 

attraverso la degradazione della caspasi-8 attiva e l’inibizione della proteina Bid. Modificata da 

“Kang et al., 2011. Cell Death and Differentiation 18: 571-580”.   

 

Le caspasi sono proteasi a cisteina con un ruolo centrale nella regolazione e 

nell’esecuzione dell’apoptosi. Studi recenti hanno dimostrato come le caspasi possono 



 46 

clivare Beclin-1 bloccando la sua capacità di attivare l’autofagia (Djavaheri-Mergny et al., 

2010; Luo and Rubinsztein, 2010). 

Il clivaggio di Beclin-1 da parte delle caspasi-3, -7 e -8 induce la formazione di frammenti 

che perdono la capacità di attivare l’autofagia e, in particolare, porta alla formazione di un 

frammento C-terminale che si localizza a livello dei mitocondri dove  favorisce il rilascio 

di citocromo-c attivando la via intrinseca dell’apoptosi (Wirawan et al., 2010) (Figura 1.8). 

Inoltre, l’apoptosi indotta dalla proteina pro-apoptotica Bax può bloccare l’attivazione del 

processo autofagico favorendo il clivaggio di Beclin-1 mediato dalla caspasi-3 sul residuo 

D149 mentre la mutazione di questo residuo o l’espressione della proteina Bcl-XL blocca 

questo processo (Luo and Rubinsztein, 2010). Tuttavia recenti studi indicano che la 

caspasi-8 attivata, una proteasi effettrice dei recettori di morte, può essere degradata dal 

processo autofagico suggerendo la presenza di un meccanismo complesso che regola 

l’interazione tra autofagia e apoptosi (Hou et al., 2010).  

Oltre a Beclin-1, le proteine Atg5 e Atg4D, coinvolte rispettivamente nella fase di 

allungamento dell’autofagosoma e nella maturazione proteolitica della proteina LC3, 

possono essere clivate durante l’attivazione dell’apoptosi. In questo caso è stato osservato 

come, il clivaggio della proteina Atg5 mediato dalle proteasi calpaine, genera un 

frammento proteico che interagisce con la proteina Bcl-2 a livello dei mitocondri 

stimolando l’induzione della morte apoptotica (Yousefi et al., 2006). Sebbene il clivaggio 

della proteina Beclin-1 e Atg5, associato all’attivazione del processo apoptotico, inattivi 

l’autofagia, è stato anche dimostrato come il clivaggio della proteina autofagica Atg4D, 

mediato dalla caspasi-3, genera un frammento proteico che aumenta l’attività autofagica 

(Betin and Lane, 2009) (Figura 1.8). Così, entrambi questi processi dimostrano stimoli 
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cellulari e vie di trasduzione comuni indicando che fra di essi esiste una relazione 

complessa (Hou et al., 2010; Kang et al., 2011).   

 

1.5.4 La proteina Atg9 e VMP1 

Atg9 (mAtg9) e VMP1 sono due proteine transmembrana richieste per l’attivazione 

dell’autofagia nei mammiferi. Alcuni studi hanno rivelato che la proteina Atg9 è 

localizzata nel sistema trans-Golgi e nell’endosoma tardivo (He and Klionsky, 2007; Noda 

et al., 2000). In condizioni di deprivazioni di nutrienti o in seguito al trattamento 

farmacologico con rapamicina, Atg9 si ridistribuisce nei diversi compartimenti subcellulari 

dove colocalizza con MAP-LC3 (Microtubule Associated Protein Light Chain 3) e RAB7, 

entrambi considerate proteine tipicamente associate all’autofagosoma. Il silenziamento 

genico della proteina mAtg9 nei mammiferi inibisce la formazione della proteina LC3II 

dimostrando il ruolo cruciale di questa proteina nella regolazione dell’autofagia (Yamada 

et al., 2005; Young et al., 2006).  

Sebbene la sua funzione non sia ancora chiara, studi condotti sulle cellule di lievito hanno 

dimostrato un ruolo nel trasporto di lipidi di membrana necessari alla formazione della 

membrana isolata, una funzione mediata anche dalla proteina Atg18 (WIPI1-4) che lega il 

fosfoinositolo-3-fosfato prodotto dal complesso PI3K-III e si localizza sul fagoforo in via 

di formazione (Polson et al., 2010).  

L’attività di Atg9 richiede la presenza di Atg1 (ULK1) e l’attività chinasica della proteina 

Vps34 (Young et al., 2006). VMP1 interagisce con Beclin-1 e altre proteine del complesso 

PI3K-III a livello del fagoforo. Questa funzione è supportata dalla recente scoperta della 

proteina TP53INP2 (tumor protein 53-induced nuclear protein 2) che interagisce con 
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VMP1 ed è essenziale per l’attivazione del processo autofagico e la localizzazione di 

Beclin-1 ed LC3 sull’autofagosoma (Yang and Klionsky, 2010).  

 

1.5.5 La proteina LC3 (Atg8) e i sistemi di coniugazione  

Una volta espletata la sua funzione, il complesso PI3K-III recluta i due sistemi di 

coniugazione simili all’ubiquitina (Ubl), Atg12-Atg5-Atg16 e il sistema Atg8 (LC3)-PE 

(phosphatidylethanolamine) a livello del fagoforo, entrambi coinvolti nella regolazione del 

processo di allungamento ed espansione dell’autofagosoma (Nakatogawa et al., 2009). La 

prima fase di questo processo coinvolge l’attivazione della proteina Atg12 mediata 

dall’enzima “E1-like”-Atg7 e la successiva coniugazione alla proteina Atg5 attraverso 

l’azione dell’ enzima “E2-like”-Atg10. Successivamente, il sistema Atg12-Atg5 viene 

coniugato alla proteina Atg16 attraverso un legame non-covalente formando così il 

complesso multimerico Atg12-Atg5-Atg16 che agisce come un enzima ad attività “E3-

ligasi” sulla proteina LC3 (Yang and Klionsky, 2010) (Figura 1.9).  

I livelli intracellulari della proteina Atg5 possono essere regolati dall’attivazione calcio 

dipendente della proteasi calpaina, la quale ha la capacità di clivare ed inattivare in vitro la 

proteina Atg5 (Yousefi et al., 2006). Pertanto, la riduzione dei livelli di calcio intracellulari 

o l’inattivazione della calpaina può prevenire il clivaggio di Atg5 favorendo un aumento 

dei suoi livelli cellulari e l’induzione dell’autofagia attraverso la coniugazione con Atg5-

Atg12 (Xia et al., 2010).  

La seconda fase di questo processo prevede la coniugazione della fosfatidiletanolamina 

(PE), un componente del doppio strato fosfolipidico, che avviene grazie alla formazione di 

un legame ammidico al residuo di glicina C-terminale della proteina Atg8 (LC3I) 
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attraverso l’azione sequenziale della proteasi Atg4, dell’enzima “E1-like”-Atg7, che attiva 

e trasferisce LC3 all’enzima “E2-like”-Atg3, e del complesso “E3-like” Atg12-Atg5-Atg16 

che promuove la corretta localizzazione della proteina LC3 e facilita il processo di 

coniugazione con la fosfatidiletanolamina (Fujita et al., 2008)(Figura 1.9). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Figura 1.9 – La proteina LC3.  

La fase di allungamento dell’autofagosoma è controllata da due sistemi di coniugazione. Nel 

primo sistema la proteina Atg12  è attivata da Atg7 (E1), trasferita su Atg10 (E2) e coniugata con 

Atg5 che successivamente forma un complesso con la proteina Atg16 (E3), il quale assume un 

ruolo importante nel reclutamento della proteina LC3-II che deriva dal secondo sistema di 

coniugazione. Il clivaggio della proteina LC3 da parte della proteasi Atg4 porta alla formazione di 

LC3-I che a sua volta viene attivata da Atg7, trasferita su Atg3 (E2) e coniugata alla fosfatidil- 

etanolammina (PE). Questa proteina chiamata LC3-II si localizza sulla membrana 

dell’autofagosoma e viene degradata all’interno del lisosoma. Modificata da “ Jaeger and Tony 

Wiss-Coray, 2009. Mol. Neurodeg. 4:16”. 

 

Questo processo di coniugazione lipidica porta alla conversione della forma solubile 

citosolica LC3I nella forma associata alla vescicola autofagica LC3II (Yang and Klionsky, 
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2010) (Figura 1.9). LC3II si lega efficacemente alla porzione interna ed esterna della 

membrana dell’autofagosoma ed è considerato un marker specifico dell’autofagia (Kabeya 

et al., 2000; Kirisako et al., 1999). Nei mammiferi sono state identificate quattro ortologhi 

della proteina Atg4 (A-D) e sei della proteina Atg8 tra i quali LC3B (indicata normalmente 

come LC3), GABARAP e GATE16 rappresentano le forme più studiate (Weidberg et al., 

2010).  

Una volta completata la formazione dell’autofagosoma, il complesso “E3-like” si allontana 

mentre LC3II, localizzata sulla membrana esterna dell’autofagosoma, viene separata dalla 

fosfatidiletanolamina e rilasciata nel citosol attraverso il clivaggio mediato dalla proteasi 

Atg4 (Kirisako et al., 2000).  

Diversi segnali di stress cellulare regolano l’autofagia a livello del sistema di 

coniugazione. Ad esempio, la chinasi DAPK (Death-associated protein kinase1) regola 

positivamente l’autofagia attraverso il legame alla proteina MAP1B che interagisce con 

LC3 (Harrison et al., 2008). Al contrario la proteina c-FLIP (cellular FLICE-like inhibitor 

protein) regola negativamente l’autofagia bloccando l’attività dell’enzima “E2-like”-Atg3 

(Lee et al., 2009). Altre proteine come p62/SQSTM1 (Sequestosome1) e la proteina NBR1 

(Neighbor of BRCA1 gene 1) interagiscono con la proteina LC3 attraverso il dominio LIR 

(LC3-Interacting Region) agendo come adattatori per le proteine bersaglio. p62 e NBR1 

regolano il trasporto e la degradazione di aggregati proteici, proteine ubiquitinate e 

organelli cellulari danneggiati attraverso il processo autofagico (Kirkin et al., 2009). In 

particolare è stato osservato come una ridotta espressione della proteina Atg7 inibisce 

l’autofagia portando all’accumulo di aggregati ubiquitinati che colocalizzano con la 

proteina p62 (Komatsu et al., 2007b). Così, l’inibizione del processo di fusione o 
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dell’attività lisosomiale, in particolare nei neuroni, determina un marcato accumulo della 

proteina p62 suggerendo che questa proteina è selettivamente degradata dall’autofagia 

attraverso l’interazione con LC3 (Komatsu et al., 2007a).   

 

1.6 MATURAZIONE  DELL’AUTOFAGOSOMA 

1.6.1 Le proteine ESCRET, RAB-SNARE e LAMP 

La fase di formazione dell’autofagosoma è seguita dalla fase di maturazione attraverso la 

fusione di questa struttura con endosomi precoci o tardivi (anfisoma) oppure con i corpi 

multi-vescicolari (MVBs), un diverso tipo di endosoma che funge da intermedio nei 

processi di internalizzazione di nutrienti, ligandi e recettori attraverso il sistema endo-

lisosomiale (Fader et al., 2008). Lo stadio finale dell’autofagia dipende dall’attività di 

molecole che regolano il processo di maturazione, di acidificazione del compartimento 

autofagico e di riciclaggio dei metaboliti dal compartimento lisosomiale (Codogno and 

Meijer, 2005). L’alterazione o il blocco di uno di questi processi può portare ad un 

accumulo di autofagosomi e al blocco del flusso autofagico (Rubinsztein et al., 2009).  

Il processo di maturazione è controllato non solo dall’interazione delle proteine UVRAG e 

Rubicon con il complesso Beclin-1, come descritto in precedenza, ma anche dall’azione 

della GTPasi Rab7, che viene stimolata dal legame di UVRAG alle proteine C-Vps e si 

localizza sulla membrana dell’autofagosoma favorendo la formazione dell’anfisoma o la 

fusione con il lisosoma (Liang et al., 2008). Altre proteine di questa famiglia come Rab11 

sono coinvolte nel processo di fusione dell’autofagosoma con i componenti multi-

vescicolari (MVBs) durante la deprivazione di nutrienti (Fader et al., 2008). La famiglia 

ESCRT (endosomal sorting complex required for transport) comprende quattro diversi 
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complessi proteici, ESCRET-0, I, II, III, coinvolti nel trasporto di proteine di membrana 

ubiquitinate nei corpi multi-vescicolari e nel processo di fusione con il lisosoma (Rothman, 

1994; Rusten and Stenmark, 2009). Alcuni studi hanno dimostrato come la mutazione 

genica o il blocco dell’espressione di ESCRT-I, II, III determina l’accumulo di 

autofagosomi e riduce il numero di autolisosomi che esprimono la proteina LAMP-1, 

indicando come il processo di fusione tra queste strutture richiede la presenza delle 

proteine ESCRT (Lee et al., 2007). Inoltre la proteina Vps27 (Hrs) è parte del complesso 

ESCRT-0 ed è importante nel processo di maturazione dell’autofagosoma e nella selezione 

dei componenti ubiquitinati. Essa si localizza sulla membrana dell’endosoma attraverso 

l’interazione del dominio FYVE con il fosfatidilinositolo-3-fosfato e la sua deplezione 

riduce in modo significativo il numero di autofagolisosomi nella cellula (Tamai et al., 

2007). Tuttavia lo stadio finale del processo autofagico dipende dalla presenza di un 

secondo sistema chiamato RAB-SNARE (soluble N-ethylmalemide-sensitive factor 

attachment protein receptor) costituito da un complesso di proteine che attraverso il 

dominio transmembrana regolano il processo di fusione tra i doppi strati lipidici (Cai et al., 

2007).  

In base alla loro localizzazione è possibile distinguere le proteine vescicolari (v)-SNAREs 

come Ykt6 e Nyv1 e le proteine bersaglio di membrana (t)-SNAREs come Vam3, Vam7 e 

Vti1 (Nichols et al., 1997). Il complesso HOPS (homotypic fusion and protein sorting) è 

formato da quattro proteine C-Vps chiamate Vps11, 13, 18, 33 la cui funzione è quella di 

interagire con la proteina (t)-SNARE Vam3 e la GTPasi vacuolare Ytp7 attraverso Vps33. 

Durante il processo di fusione l’interazione tra queste proteine favorisce il primo contatto 

tra i vacuoli bersaglio. Inoltre diverse evidenze sperimentali indicano che il complesso 
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HOPS interviene nella fase precoce di attracco e fusione delle vescicole insieme al 

complesso SNAREs e alla proteina Rab7 (Sato et al., 2000; Seals et al., 2000). 

Quest’ultima passa continuamente dalla conformazione attiva che lega GTP a quella 

inattiva che lega GDP favorendo rispettivamente l’interazione o la dissociazione con le 

proteine effettrici durante il processo di fusione vescicolare (Somsel Rodman and 

Wandinger-Ness, 2000). La proteina Rab24 è localizzata normalmente nel reticolo 

endoplasmatico e nel cis-Golgi. In condizione di deprivazione di nutrienti si assiste ad un 

cambiamento della sua distribuzione e, in particolare, alla colocalizzazione con la proteina 

LC3 sulla membrana dell’autofagosoma (Egami et al., 2005).  

Infine, la famiglia LAMP è formata da proteine transmembrana glicosilate distribuite sulla 

membrana dei lisosomi coinvolte nel processo di fusione e nel riconoscimento di substrati 

specifici come accade nell’autofagia chaperone-mediata. Alcuni studi hanno dimostrato 

come la proteina LAMP-2 possa essere coinvolta anche nel processo di maturazione 

dell’autofagosoma e nella distribuzione sub-cellulare di Rab7 (Saftig et al., 2008) e come 

la degradazione del contenuto vescicolare e di proteine a lunga emivita in condizioni di 

stress cellulare è inibita in colture di epatociti che non esprimono l’isoforma LAMP-2 

suggerendo pertanto che questa proteina svolge un ruolo fondamentale nella regolazione 

del processo autofagico (Tanaka et al., 2000). 

 

1.7 LA FASE DI DEGRADAZIONE 

La fase finale del processo autofagico è caratterizzata dalla rottura della membrana 

dell’autofagosoma regolata dall’azione della lipasi Atg15 e dal rilascio del suo contenuto 

nel lume lisosomiale dove viene degradato attraverso l’azione di diversi enzimi. Questo 
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processo dipende dall’attività di proteasi come la proteinasi-A/B, endopeptidasi come le 

catepsine-B, D, L, lipasi, fosfolipasi, glicosidasi e dall’acidificazione del compartimento 

lisosomiale (Nakamura et al., 1997). Il silenziamento dei geni che codificano per le 

proteasi coinvolte o l’utilizzo di inibitori specifici ha dimostrato un accumulo di vacuoli 

autofagici che invece sono rapidamente degradati una volta ripristinata la loro attività 

(Klionsky, 2005).  

L’acidificazione del lume lisosomiale dipende dall’attivazione dell’ATPasi vacuolare (v-

ATPase) (Forgac, 2007). L’inibizione della sua attività attraverso l’utilizzo della 

Bafilomicina-A1 blocca l’apporto di ioni H+ all’interno dei lisosomi inibendo gli enzimi 

lisosomiali, i quali sono attivati a basso pH. Così la Bafilomicina-A1 agisce nella fase 

finale del processo autofagico bloccando il processo maturazione e prevenendo la 

degradazione del contenuto vescicolare (Yamamoto et al., 1998). I prodotti di 

degradazione ottenuti, come aminoacidi e monosaccaridi, vengono infine veicolati nel 

citosol attraverso l’attività di proteine trasportatrici come la permeasi Atg22 e possono 

essere utilizzati per la formazione di macromolecole complesse o per il mantenimento del 

metabolismo energetico cellulare (Yang et al., 2006).  
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2. SCOPO DELLA TESI 

Numerosi fattori contribuiscono alla morte delle cellule ganglionari retiniche che si 

verifica nei pazienti colpiti dal glaucoma. Tuttavia, sebbene l’aumento della pressione 

intraoculare sia stata individuata come un importante fattore di rischio, le cause iniziali ed i 

meccanismi molecolari alla base della patologia sono ancora in parte sconosciuti. 

L'autofagia è un processo evolutivamente conservato attraverso il quale le cellule 

eucariotiche regolano il turnover di proteine a lunga emivita ed organelli cellulari, ed 

eliminano componenti tossici o danneggiati, allo scopo di mantenere i livelli energetici e 

l’omeostasi cellulare (He and Klionsky, 2009). L’autofagia è presente normalmente a 

livelli basali in tutte le cellule e agisce come un importante meccanismo neuroprotettivo 

che permette alla cellula di sopravvivere in risposta a molteplici condizioni di stress 

cellulare (Komatsu et al., 2007b; Levine and Kroemer, 2008; Mizushima et al., 2008). Una 

crescente attenzione è stata recentemente focalizzata sul ruolo svolto da questo processo 

nella morte neuronale, evidenziandone il coinvolgimento sia nel danno neuronale acuto che 

in malattie neurodegenerative croniche (Jaeger and Wyss-Coray, 2009). 

Le caratteristiche neurodegenerative del glaucoma risultano simili a quelle osservate nei 

disordini neurodegenerativi centrali; nel glaucoma si osserva, infatti, la morte selettiva di 

uno specifico tipo neuronale (le cellule ganglionari retiniche) (Quigley et al., 1995), 

l’accumulo di aggregati proteici (McKinnon et al., 2002; Yoneda et al., 2005) e 

l’aumentata incidenza correlata all’avanzare dell’età (Leske et al., 2001; Mukesh et al., 

2002). Tuttavia, nonostante i numerosi studi sul ruolo dell’autofagia nelle malattie 

neurodegenerative, il ruolo di tale processo nella degenerazione retinica rimane poco 

studiato ed i dati presenti in letteratura non permettono di trarre conclusioni definitive sul 
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ruolo svolto dall’autofagia nei meccanismi di danno e morte delle cellule ganglionari 

retiniche.  

Pertanto, il presente lavoro di ricerca si propone di delineare il ruolo del processo 

autofagico nella morte delle cellule ganglionari retiniche in modelli sperimentali in vivo ed 

in vitro di danno glaucomatoso.  

 

In dettaglio gli obiettivi preposti sono i seguenti: 

- verificare il coinvolgimento dell’autofagia in un modello sperimentale di glaucoma 

acuto in vivo ottenuto attraverso l’aumento transitorio della pressione intraoculare. 

Verranno pertanto valutati il profilo temporale, l’entità della modulazione e la 

distribuzione di proteine coinvolte nella progressione del programma autofagico, 

sia in condizioni basali che dopo esposizione allo stimolo ischemico indotto 

dall’aumento della pressione intraoculare; 

 

- valutare l’effetto della deprivazione di fattori trofici sulla via autofagica in colture 

di cellule ganglionari retiniche (RGC-5); 

 

- indagare sulle possibili correlazioni e interazioni molecolari che intercorrono tra 

l’autofagia e morte cellulare nelle cellule ganglionari retiniche; 

 

- studiare il ruolo dell’autofagia sulla vitalità cellulare attraverso la manipolazione 

farmacologica e il silenziamento genico di proteine coinvolte nell’attivazione di 

questo  processo. 



 57 

3. MATERIALI E METODI 

 

3.1 STUDI IN VIVO 

3.1.1 Animali 

Gli esperimenti sono stati condotti utilizzando ratti maschi del ceppo Wistar del peso di 

280 - 330g forniti dalla Charles – River (Lecco, Italia), stabulati in condizioni controllate 

di temperatura (22°C), umidità relativa (65%) ed illuminazione, con un ciclo luce/buio di 

12 ore e con libero accesso ad acqua e cibo. Tutti gli studi sono stati effettuati nel pieno 

rispetto delle direttive del Ministero della Salute per la cura degli animali secondo il D.M. 

116/1992. 

 

3.1.2 Ischemia retinica 

L’ischemia retinica è stata indotta nell’occhio destro del ratto adulto attraverso l’aumento 

acuto della pressione intraoculare (IOP) secondo un metodo precedentemente descritto 

(Buchi et al., 1991; Osborne et al., 2004). Il modello sperimentale è considerato un 

modello animale di glaucoma primario ad angolo chiuso e conduce al danno e progressiva 

perdita delle cellule ganglionari retiniche.  

Gli animali sono stati anestetizzati attraverso l’iniezione intraperitoneale di uretano (1,5 

g/Kg), adagiati su un tappetino riscaldato in modo da mantenere una temperatura corporea  

di 37°C ed immobilizzati con l’ausilio di un apparato stereotassico. L’anestesia locale è 

stata indotta utilizzando gocce oculari di Ossibuprocaina 0.4% (Novesina, Novartis, 

Varese, Italia). Nella camera anteriore dell’occhio destro è stato inserito un ago da 

infusione da 27-gauge, collegato ad un flacone di soluzione salina sterile da 500 ml, 



 58 

innalzato ad un’altezza tale da produrre una pressione intraoculare pari a 120 mmHg per un 

periodo di 50 minuti.  

Questo valore, al di sopra dei normali livelli pressori di perfusione oculare (13-18mmHg), 

determina una condizione ischemica dovuta al blocco del flusso ematico attraverso l’arteria 

retinica centrale e quindi una riduzione dell’apporto di ossigeno e substrati metabolici, 

alterando la normale omeostasi cellulare e producendo alterazioni morfologiche e 

funzionali di entità variabile in relazione alla durata e all’intensità dell’insulto (Adachi et 

al., 1996). 

L’ischemia retinica è stata confermata osservando il progressivo sbiancamento dell’iride e 

la perdita del riflesso rosso retinico. Per ciascun animale l’occhio sinistro è stato utilizzato 

come controllo non ischemico. 

La temperatura corporea è stata monitorata prima e dopo l’induzione dell’ischemia. Gli 

animali con una temperatura corporea inferiore a 35.8 °C sono stati esclusi dallo studio. I 

ratti sono stati sacrificati, previa somministrazione di una dose subletale di cloralio idrato, 

attraverso dislocazione cervicale alla fine dell’ischemia (T=0h), a diversi periodi di 

riperfusione (1, 6, 24h) oppure 7 giorni dopo l’ischemia. Al termine della procedura 

sperimentale gli occhi sono stati enucleati e  la retina rapidamente isolata per la successiva 

analisi. 

 

3.1.3 Somministrazioni intravitreali 

L’antagonista non competitivo dei recettori NMDA del glutammato, MK-801 (Sigma-

Aldrich), è stato disciolto in PBS. Le soluzioni madre degli inibitori delle calpaine 

MDL28170 e SJA6017 (Calbiochem, La Jolla, CA, USA) sono state preparate utilizzando 
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dimetil-solfossido sterile (DMSO) alle concentrazioni iniziali rispettivamente di 10mM e 

20mM. Questi stock sono stati successivamente diluiti alle concentrazioni finali opportune 

utilizzando PBS sterile.  

Il trattamento con MK801, (50nmol, 5µl/occhio) (Joo et al., 1999; Russo et al., 2008), 

MDL28170 (0.5-1.0mM, 3µl/occhio), SJA6017 (0.5-1.0mM, 3µl/occhio) o con i rispettivi 

veicoli (PBS oppure DMSO 2.5-5% in PBS, 3µl/occhio), è stato realizzato attraverso due 

somministrazioni intravitreali effettuate 5 minuti prima dell’ischemia ed all’inizio del 

periodo di riperfusione L’iniezione intravitreale è stata eseguita praticando un foro con un 

ago da 23-gauge in prossimità della giunzione corneosclerale e la somministrazione 

effettuata in un periodo di tempo di circa 3 minuti, utilizzando una siringa Hamilton da 5µl 

(Bonaduz, GR, Svizzera). Gli animali sono stati sacrificati dopo 1h di riperfusione. I 

soggetti con un danno visibile alla lente o con evidenti segni di emorragia sono stati esclusi 

dallo studio. 

 

3.1.4 Knockdown dell’espressione della subunità-1 delle Calpaine (CAPNS1) e di 

Beclin-1 (BECN1) mediante l’utilizzo di siRNA 

Il silenziamento in vitro della proteina Beclin-1 (BECN1) (coiled-coil, myosin-like Bcl-2-

interacting protein, NM053739) (ON-TARGET plus SMARTpool L-099237-01) e, in vivo, 

della subunità-1 delle proteasi Ca2+-dipendenti Calpaine (CAPNS1) (calpain small-subunit 

1, NM017118) (ON-TARGET plus SMARTpool L-082111-01) è stato ottenuto attraverso 

l’utilizzo di un siRNA (small interfering RNA) specifico per il ratto (Dharmacon, Chicago, 

IL, USA). Il siRNA è stato ricostituito in H2O priva di RNAsi alla concentrazione finale di 

100 µM. La somministrazione intravitreale dell’siRNA (10µg/occhio) è stata effettuata in 
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condizioni controllate, 72h prima dell’ischemia, attraverso l’utilizzo di una siringa 

Hamilton da 10µl (Bonaduz, GR, Svizzera). Gli animali di controllo sono stati trattati 

utilizzando una sequenza scramble (ON-TARGET plus Non-Targeting Pool D-001819-10) 

in modo tale da escludere qualsiasi effetto non specifico. 

Per il silenziamento in vitro della proteina Beclin-1 le cellule RGC-5 sono state trasfettate, 

24h prima della deprivazione di nutrienti, con l’siRNA specifico alla concentrazione finale 

di 25nM utilizzando come reagente di transfezione la Lipofectamina 2000 (Invitrogen 

Carlsband, CA, USA). 

 

3.1.5 Western blotting 

I livelli di espressione di proteine specifiche sono stati quantificati mediante elettroforesi 

su gel di poliacrilammide in condizioni denaturanti e riducenti. Il western blotting 

rappresenta una delle tecniche maggiormente utilizzate per la separazione di miscele di 

proteine in base al loro peso molecolare che successivamente vengono riconosciute 

mediante l’uso di anticorpi specifici. 

Le retine isolate sono state omogeneizzate utilizzando un potter vetro/teflon in 130 µl 

contenente (50 mM Tris-HCl (pH=8), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.1% SDS, 1% 

IGEPAL, 0.5% sodio deossicolato) contenente inibitori delle proteasi (Sigma-Aldrich, 

Milano, Italia) e inibitori delle fosfatasi (Calbiochem, La Jolla, CA, USA). Le cellule 

RGC-5 (150.000/pozzetto) sono state lisate direttamente in piastra in 80 µl di tampone di 

lisi RIPA. 

I campioni sono stati centrifugati a 10.000 g x 15 minuti a 4°C, il supernatante recuperato e 

la concentrazione proteica determinata utilizzando il metodo DC per l’analisi delle proteine 
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(BioRad Laboratories, Milano, Italia). Si tratta di un saggio di tipo colorimetrico per la 

concentrazione delle proteine in seguito alla solubilizzazione mediata da detergenti. Il kit è 

formato principalmente da una soluzione alcalina di rame tartrato e dal reagente di Folin. 

Le proteine reagiscono prima con il rame a pH alcalino ed in seguito determinano la 

riduzione del reagente di Folin, effettuata dagli aminoacidi tirosina e triptofano, portando 

alla formazione di specie ridotte che mostrano una tipica colorazione blu. Seguendo tale 

procedura i campioni sono stati quindi caricati su una piastra a 96 pozzetti e la 

concentrazione proteica valutata mediante la lettura dell’assorbanza a 690 nm utilizzando 

uno spettrofotometro a piastre (Labsystem Multiskan MS, Helsinki, Finlandia).  

Una quantità specifica di proteine, valutata in base al prodotto genico di interesse (8-20µg), 

è stata risolta attraverso elettroforesi su gel di poliacrilammide (SDS-PAGE) a 

concentrazione stabilita e successivamente trasferita su membrana PVDF (Polyvinylidene 

fluoride) (Immobilon-P, Millipore Corporation). Per verificare l’effettivo trasferimento 

delle proteine, la membrana è stata colorata con il colorante Rosso Ponceau e 

successivamente decolorata attraverso lavaggi in PBS. I siti aspecifici presenti sulla 

membrana sono stati bloccati utilizzando latte al 5% disciolto in un tampone salino 

contenente Tris 10mM, (pH8), NaCl 150mM, Tween20 0.05% (TBS-T) per 1 ora a 

temperatura ambiente.  

La membrana è stata quindi incubata per tutta la notte a 4°C con l’anticorpo primario 

specifico diretto contro la proteina d’interesse. Gli anticorpi utilizzati e le corrispondenti 

diluizioni sono riportate in Tab-1: 
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ANTICORPO DILUIZIONE PROVENIENZA 

anti-Beclin-1 1:4000 MBL Int.Corp. 

anti-LC3 1:3000 MBL Int.Corp. 

anti-p62(SQSTM1) 1:1000 MBL Int.Corp. 

anti-Atg4 1:1000 Cell Signaling Technology 

anti-Atg7 1:1000 Cell Signaling Technology 

anti-Atg12 1:1000 Cell Signaling Technology 

anti-mAb-Beclin-1 1:1000 Cell Signaling Technology 

anti-spectrina 1:3000 Chemicon Int.Inc. 

anti-α-tubulina (B-5-1-2) 1:20.000 Sigma-Aldrich 

anti-GAPDH 1:30.000 Sigma-Aldrich 

anti-actina (AC-40) 1:1000 Applied Biosystem 

 

Tab-1 – Elenco degli anticorpi e delle rispettive diluizioni utilizzate. 

 

Il segnale è stato rilevato mediante l’utilizzo di un anticorpo secondario IgG (Pierce 

Biotechnology, Rockford, IL, USA) coniugato con perossidasi di rafano, incubato per 1 ora 

a temperatura ambiente, e l’attività enzimatica determinata in chemiluminescenza (ECL, 

Amersham Biosciencies, GE Healthcare, Milano, Italia). In particolare la perossidasi di 

rafano, in presenza di acqua ossigenata e di luminolo, determina l’ossidazione di 

quest’ultimo componente portando all’emissione di luce che viene rilevata esponendo la 

membrana ad una lastra fotografica. Infine i livelli di espressione delle proteine ibridate 
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sono stati quantizzati mediante analisi densitometrica delle bande fotografiche attraverso 

l’utilizzo del software ImageJ (NIH, Bethesda, MD, USA). 

 

3.1.6 Immunoistochimica 

Questa tecnica ci permette di rilevare a livello del tessuto retinico la presenza e la 

localizzazione cellulare e subcellulare di antigeni mediante l’utilizzo di anticorpi specifici. 

Immediatamente dopo il sacrificio entrambi gli occhi sono stati enucleati e fissati in 

paraformaldeide (PFA) al 2% ad una temperatura di 4°C per 10 minuti. La porzione 

anteriore dell’occhio è stata rimossa mentre quella posteriore ulteriormente fissata in PFA 

al 4% per 1h e in seguito crioprotetta in sucrosio al 30% per 12h. Successivamente i 

campioni sono stati inclusi in un composto crioprotettivo (OCT, Tissue-Tek, Sakura 

Finetek, Europe) e velocemente congelati in azoto liquido. Sono state quindi praticate delle 

sezioni retiniche dello spessore di 10 µm utilizzando un criostato (Leica-CM3050S), 

successivamente montate su vetrini portaoggetto (Menzel-Gläser, Braunschweig, 

Germany) e conservate a –80°C fino al momento dell’uso. Le sezioni sono state idratate 

utilizzando un tampone fosfato salino (PBS), permeabilizzate in PBS/Triton-X100 0,3% 

per 30 minuti ed i siti aspecifici bloccati mediante l’incubazione con siero d’asino al 10% 

per 1h a temperatura ambiente (Sigma, Milano, Italia). 

L’incubazione con gli anticorpi primari anti-Beclin-1 (1:50, MBL International 

Corporation), anti-TUJ1 (βIII tubulina) (1:500; BabCo, Richmond, USA) utilizzato per 

identificare le cellule ganglionari retiniche adulte (Cui et al., 2003; Snow and Robson, 

1994), anti-GFAP (1:800; MAB360; Chemicon/Millipore, Billerica, MA, USA) utilizzato 

per identificare le cellule di Muller, è stata effettuata per tutta la notte a 4°C in siero 
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d’asino al 5% all’interno di una camera umidificata. La presenza di segnali aspecifici 

dovuti al solo anticorpo secondario è stata valutata mediante l’incubazione di sezioni 

controllo con la soluzione d’incubazione priva dell’anticorpo primario. Al termine 

dell’incubazione con l’anticorpo primario, le sezioni sono state lavate in PBS e incubate al 

buio per 1h in siero d’asino al 5% con l’anticorpo secondario Alexa Fluor 488 (1:300) e 

Alexa Fluor 594 (1:500) (Molecular Probes, Eugene, OR, USA). Infine i vetrini sono stati 

montati con un mezzo montante (Vectashield, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) 

contenente il colorante nucleare DAPI (4-6-diamidino-2-fenilindolo) e le immagini 

acquisite utilizzando un microscopio a deconvoluzione (Leica EL6000, CMS GbH, 

Mannheim, Germany). 

 

3.2 STUDI IN VITRO 

3.2.1 Colture cellulari e trattamenti 

La linea continua di cellule ganglionari retiniche (RGC-5) proviene da colture retiniche di 

ratto ad un giorno di vita post-natale trasformate con il retrovirus 2ψ-E1A, dalle quali è 

stato selezionato il clone 5 (ATCC, Manassas, VA, USA) (Krishnamoorthy et al., 2001). 

Attualmente, questa linea cellulare è l’unica linea continua di cellule ganglionari retiniche 

disponbile (Das et al., 2006; Liu et al., 2007; McKernan et al., 2007; Shimazawa et al., 

2005). Queste cellule risultano positive ai marker neuronali specifici per le cellule 

ganglionari retiniche come Thy-1, Brn-3c, Neuritina, NMDA-R1, GABAB-R, sinptofisina 

e neurotrofine mentre non esprimono il marker gliale delle cellule di Muller (GFAP), delle 

cellule amacrine (HPC-1/Sintaxina) o delle cellule orizzontali (8A1) (Krishnamoorthy et 

al., 2001). 
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Le cellule sono state coltivate in terreno di coltura Eagle modificato secondo Dulbecco con 

L-glutammina (DMEM; Invitrogen, Carlsband, CA, USA) completo di siero bovino fetale 

al 10% (FBS; Invitrogen, Carlsband, CA, USA) e mantenute ad una temperature di 37°C in 

atmosfera controllata al 5% di CO2. In base ai diversi esperimenti le cellule sono state 

seminate in piastre a 6 o 96 pozzetti o in capsule petri da 10cm e in seguito mantenute in 

coltura per 24h prima dei trattamenti con le diverse sostanze. 

Negli esperimenti di deprivazione da siero, le cellule sono state sottoposte a deprivazione 

per 24h e in seguito trattate con Bafilomicina-A1 (Baf1A; 100 nM; Sigma-Aldrich, 

Milano, Italia) o 3-metil-adenina (3-MA; 10 mM; Sigma-Aldrich, Milano, Italia) 

mantenute nel mezzo di coltura durante tutto il periodo della deprivazione da siero. Le 

colture di controllo sono state trattate con il rispettivo veicolo. 

 

3.2.2 Saggio di vitalità cellulare MTT  

La vitalità delle RGC-5 è stata valutata mediante l’analisi della funzionalità delle 

deidrogenasi mitocondriali utilizzando come substrato il composto solubile 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-yl)-2,5, difeniltetrazolio bromuro (MTT; Sigma-Aldrich, Milano, Italia). 

L’attività delle deidrogenasi mitocondriali nelle cellule vitali riduce l’MTT portando alla 

formazione di formazano, un composto non solubile in acqua e otticamente attivo alla 

lunghezza d’onda di 540nm (Mosmann, 1983).  

Le cellule sono state seminate in piastre da 96 pozzetti, con una densità di 1500 cellule per 

pozzetto, e sottoposte ai diversi trattamenti farmacologici. Al termine dell’esposizione ai 

farmaci, il mezzo di coltura è stato rimosso, le cellule sono state lavate in tampone fosfato 

salino (PBS) con Ca2+ e Mg2+ e successivamente incubate in una soluzione di PBS con 
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glucosio (10mM), CaCl2 e MgCl2 (1,2mM) contenente l’MTT (100µl/pozzetto) alla 

concentrazione di 0,5 mg/ml per 2h a 37°C in un’atmosfera umidificata al 5% di CO2. In 

seguito la soluzione è stata rimossa ed i sali di formazano solubilizzati in dimetil-

solfossido (100µl/pozzetto) (DMSO, Carlo Erba, Italia). I valori d’assorbanza sono stati 

rilevati utilizzando uno spettrofotometro mediante lettura alla lunghezza d’onda di 

540/690nm (Labsystems Multiskan, MS). I dati ottenuti sono stati espressi come 

percentuale di sopravvivenza delle cellule trattate rispetto al valore della densità ottica 

delle cellule di controllo (mantenute in FBS al 10%) posto uguale a 100%.  

 

3.2.3 Test di vitalità cellulare FDI/PI 

Il test biparametrico FDA/PI è basato essenzialmente sull’integrità della membrana 

plasmatica e ci permette di distinguere le cellule vitali da quelle apoptotiche e necrotiche. 

La fluoresceina-diacetato (FDA) è un composto liposolubile non fluorescente che 

attraversa facilmente le membrane cellulari e viene idrolizzato nelle cellule 

metabolicamente attive dalle esterasi cellulari, portando alla formazione di fluoresceina, 

una sostanza fluorescente verde di natura polare che rimane all’interno della cellula e 

agisce pertanto come marker delle cellule vitali. Al contrario, lo ioduro-di-propidio (PI) è 

escluso dalla membrana citoplasmatica a meno che essa non sia danneggiata. Così la 

positività al PI si manifesterà solo nelle cellule necrotiche o in tarda apoptosi, mentre le 

cellule vitali saranno negative per il fluorocromo. Le cellule sono state seminate in piastre 

a 6 pozzetti da 35mm di diametro alla densità di 10 x 106 cellule per pozzetto. Dopo 24 ore 

il terreno è stato rimosso e sostituito con DMEM al 10% FBS per le cellule controllo o 0% 

FBS per quelle sottoposte a deprivazione di nutrienti. Dopo 24 ore di trattamento le cellule 
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sono state raccolte, lavate in tampone fosfato salino (PBS), centrifugate a 1000 g per 6 

minuti ed il pellet risospeso e incubato per 5 minuti in 1ml di una soluzione di colorazione 

contenente FDA 100 µM e PI 100µg/ml in PBS. I campioni sono stati acquisiti (10000 

eventi per campione) ed analizzati utilizzando un citofluorimetro FACScalibur (Necton-

Dickindon, Frankin Lakes, NJ, USA). 

 

3.2.4 Analisi del ciclo cellulare e dell’ipodiploidia 

Per l’analisi delle fasi del ciclo cellulare le cellule sono state colorate con PI. Questo 

colorante si intercala fra le basi del DNA e genera una fluorescenza proporzionale alla 

quantità di materiale nucleico presente all’interno della cellula, permettendo di 

discriminare le cellule nelle varie fasi del ciclo cellulare (n= cellule in fase G0/G1; >n= 

cellule in fase S; 2n= cellule in fase M). Poiché il PI non attraversa le membrane, è 

necessario prima fissare e permeabilizzare le cellule. Questo processo facilita la fuoriuscita 

del DNA frammentato che caratterizza le cellule apoptotiche, determinandone una 

riduzione del contenuto nucleare (nuclei ipodiploidi, picco sub-G1) e una minore 

fluorescenza rispetto ai nuclei delle cellule vive o necrotiche. 

Per l’analisi, le cellule sono state raccolte in seguito al trattamento con tripsina, lavate e 

risospese in 300 µL di PBS; quindi, le cellule sono state fissate in etanolo al 70% per 24h 

ad una temperatura di -20°C. Successivamente, il fissativo è stato allontanato attraverso 

lavaggi in buffer fosfato salino (PBS) ed il pellet risospeso in 250µl di una soluzione di 

PBS contenente Triton X-100 0,1% e PI 20 µg/ml a cui sono stati aggiunti 50µl di RNAsi 

priva di DNAsi (1mg/ml; Sigma-Aldrich, Milano, Italia). Le cellule sono state incubate a 

temperatura ambiente per 30 minuti ed i campioni acquisiti (30.000 eventi totali per 
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campione) ed analizzati utilizzando un citofluorimetro FACScalibur (Necton-Dickindon, 

Frankin Lakes, NJ, USA). 

 

3.2.5 Immunocitochimica 

Le cellule ganglionari retiniche RGC-5 sono state piastrate su vetrini e, alla fine dei 

trattamenti stabiliti, fissate in paraformaldeide (PFA) al 4% (Sigma, Milano, Italia) per 20 

minuti a temperatura ambiente. In seguito sono state permeabilizzate con una soluzione di 

PBS/Triton-X100 0,3% per 5 minuti ed i siti aspecifici bloccati con siero d’asino (DS 

10%/PBS) (Sigma-Aldrich, Milano, Italia) per 30 minuti. Sono stati utilizzati gli anticorpi 

primari anti-LC3 (MBL, International Corporation; 1:200) e anti-Caspasi-3 (Cell Signaling 

Technology, Beverly, MA, USA, 1:500) (DS 5%/PBS) incubati per 1h a temperatura 

ambiente (RT). Dopo tre lavaggi in PBS, i vetrini sono stati incubati con l’anticorpo 

secondario fluorescente Alexa Fluor 488 (Molecular Probes, Eugene, OR, USA; 1:500) 

(DS 5%/PBS) per 1h a temperature ambiente. Infine i vetrini sono stati montati con il 

mezzo montante Vectashield contenente il colorante nucleare DAPI (Vector Labs, 

Burlingame, CA, USA). Le immagini sono state acquisite utilizzando un microscopio a 

deconvoluzione (Leica EL6000, CMS GbH, Mannheim, Germania). 

 

3.2.6 Analisi statistiche 

I dati sono stati espressi come media ± l’errore standard (SEM) di 3-6 esperimenti 

indipendenti. Per ogni set sperimentale il valore dell’occhio controlaterale è stato posto 

arbitrariamente pari ad 1. Le differenze fra le medie sono state valutate attraverso il test-t 

di Student oppure l’analisi della varianza ad una via (ANOVA), seguita dal test di Tukey–
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Kramer o di Newman-Keuls per comparazioni multiple (GrafPad-Instat Software, San 

Diego, CA, USA). I valori di P < 0.05 sono stati considerati statisticamente significativi. 
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4. RISULTATI 

 

4.1 STUDI IN VIVO 

4.1.1 Localizzazione della proteina Beclin-1 nella retina normale di ratto 

La proteina Beclin-1 è parte del complesso multiproteico della PI3K-III e assume un ruolo 

fondamentale nel processo di formazione dell’autofagosoma (Sinha and Levine, 2008). 

Nella fase iniziale di questo studio abbiamo voluto verificare la distribuzione della proteina 

Beclin-1 nella retina attraverso l’analisi in immunoistochimica. L’immunoreattività della 

proteina Beclin-1 risulta distribuita in tutti gli strati retinici con un espressione più elevata 

nello strato delle cellule ganglionari retiniche (GCL) (Figura 4.1a).  

Lo strato GCL è costituito sia dalle cellule ganglionari retiniche che dai prolungamenti 

assonali delle cellule di Muller che circondano i corpi cellulari e i dendriti delle GCL 

svolgendo un ruolo di supporto metabolico, strutturale e regolando la concentrazione di 

ioni e neurotrasmettitori nello spazio extracellulare (Barbour et al., 1988; Newman, 1985; 

Tezel, 2009).  

Pertanto, allo scopo di verificare in quali tipi cellulari del GCL fosse più marcata la 

presenza della proteina Beclin-1, è stata condotta una doppia immunofluorescenza 

utilizzando un marker specifico per le cellule ganglionari retiniche adulte (TUJ1) (Cui et 

al., 2003) ed uno per le cellule di Muller (GFAP). A livello del GCL, il segnale della 

proteina beclin-1 colocalizza parzialmente con il compartimento citoplasmatico e 

dendritico delle cellule ganglionari retiniche TUJ1-positive (in verde) e con i processi 

cellulari delle cellule di Muller GFAP-positivi (in rosso) che si sviluppano intorno ad esse 

(Figura 4.1b, c).  
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Figura 4.1 – Distribuzione della proteina Beclin-1 nella retina. 

(a) L’immunofluorescenza mostra la localizzazione diffusa di beclin-1 (in verde) in tutti gli strati 

retinici e, in particolare, una maggiore intensità nello strato delle cellule ganglionari (frecce). I 

nuclei sono stati colorati con il colorante DAPI (barra di scala=50µm). (b) La proteina Beclin-1 si 

distribuisce in modo specifico nella porzione citosolica e dendritico delle cellule ganglionari 

retiniche TUJ1-positive (in rosso). (c) Il segnale della proteina Beclin-1 (in verde)  colocalizza (in 

giallo)  con i processi cellulari delle cellule di Muller GFAP-positive (in rosso) che circondano le 

cellule ganglionari retiniche (barra di scala=20µm). GCL, strato delle cellule ganglionari 

retiniche; INL, strato nucleare interno; ONL, strato nucleare esterno. 
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4.1.2 L’espressione delle proteine autofagiche LC3II, p62 e Beclin-1 si riduce in 

seguito all’ischemia/riperfusione retinica 

Per valutare se l’autofagia fosse modulata nella retina di ratto in seguito all’insulto 

ischemico, sono stati monitorati i livelli di espressione di proteine tipicamente associate a 

questo processo quali LC3, p62 e Beclin-1.  

La proteina LC3 esiste in due forme: una forma citosolica (LC3I) e una forma coniugata 

alla fosfatidil-etanolammina (LC3II). Quest’ultima è associata alla membrana 

dell’autofagosoma ed è considerata un marker specifico del processo autofagico (Kabeya 

et al., 2000). L’analisi in western blotting dimostra come i livelli della proteina LC3II sono 

significativamente ridotti nella retina ischemica (D), a 0 e 1h di riperfusione rispetto 

all’occhio sinistro non ischemico (S) e ritornano ai livelli basali dopo 24h di riperfusione. 

Non si osserva invece nessuna variazione significativa della forma citosolica LC3I ai 

diversi tempi studiati (Figura 4.2a). 

La proteina p62 si localizza sulla membrana dell’autofagosoma attraverso l’interazione con 

LC3II e regola la formazione e la degradazione di proteine alterate e aggregati proteici 

ubiquitinati (Kirkin et al., 2009). L’ischemia/riperfusione retinica è associata, sebbene in 

modo non significativo, ad una riduzione dei livelli di espressione di p62 ad 1h di 

riperfusione nell’occhio destro (D) ischemico confrontato con il sinistro (S) non ischemico 

(Figura 4.2a). 

Infine, sono stati valutati i livelli di espressione della proteina Beclin-1 che agisce come 

nucleo centrale del complesso PI3K-III nel processo iniziale di formazione 

dell’autofagosoma (He and Levine, 2010). L’analisi in western blotting mostra una 

riduzione dell’espressione della proteina al di sotto dei livelli basali nelle prime 24h di 
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riperfusione. In particolare si osserva una riduzione significativa ad 1h di riperfusione, pari 

al 36%, nell’occhio destro ischemico (D) rispetto all’occhio controlaterale non ischemico 

(S) (Figura 4.2b).  

Dopo 7 giorni di riperfusione, i livelli di espressione delle proteine LC3II e Beclin-1 

nell’occhio destro ischemico (D) risultano paragonabili ai livelli basali della retina non 

ischemica (S) (Figura 4.2c).        
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Figura 4.2 – Espressione delle proteine LC3, p62 e Beclin-1 in seguito all’ischemia/riperfusione 

retinica. 

L’ischemia retinica è stata praticata nell’occhio destro del ratto (D) per 50 minuti e l’animale 

sacrificato ai diversi tempi di riperfusione. Per ogni animale l’occhio sinistro (S) è stato utilizzato 

come controllo non ischemico. L’estratto proteico totale è stato analizzato in western blotting per 

le proteine LC3 (a,c), p62 (a) e Beclin-1 (b, c), utilizzando come controllo di caricamento la 

proteina GAPDH. (a) Nell’occhio destro ischemico (D) i livelli di espressione della proteina LC3II 

sono significativamente ridotti a 0 e 1h di riperfusione rispetto all’occhio sinistro di controllo (S). 

Inoltre, è stata osservata, ad 1h di riperfusione, una ridotta espressione della proteina p62. (b) 

L’ischemia retinica riduce in modo significativo l’espressione della proteina Beclin-1 nell’occhio 

destro (D) ad 1h di riperfusione rispetto all’occhio sinistro non ischemico (S). (c) Espressione 

delle proteine LC3 e Beclin-1  dopo  7 giorni di riperfusione. Gli istogrammi rappresentano i 

valori dell’analisi densitometrica delle bande ± l’errore standard della media (S.E.M) ( n=5-6 

animali per ogni gruppo). *P<0.05, ***P<0.01. 
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4.1.3 Valutazione dei livelli di espressione delle proteine Atg4, Atg7 e Atg12 

Le proteine Atg4 e Atg7 assumono un ruolo importante nella regolazione dei processi di 

coniugazione proteica che favoriscono la formazione dell’autofagosoma e l’attivazione del 

processo autofagico. La cisteina proteasi Atg4 determina il clivaggio di LC3 e la 

formazione della proteina citosolica LC3I. La glicina C-terminale esposta dal clivaggio 

Atg4-dipendente è successivamente attivata, in modo ATP-dipendente dall’enzima E1-like 

Atg7. Tale attivazione permette poi la successiva coniugazione alla fosfatidiletanolamina 

(PE) per formare LC3II che si associa alla membrana dell’autofagosoma. Questo processo 

di lipidazione richiede la presenza del complesso E3-like formato dalle proteine Atg12-

Atg5-Atg16, la cui formazione è catalizzata dalle proteine Atg7 e Atg10 (Fujita et al., 

2008; Kabeya et al., 2004). 

Pertanto, è stato valutato se la ridotta espressione delle proteine LC3II e Beclin-1 

precedentemente osservata fosse accompagnata da una modulazione dei livelli delle 

proteine Atg4, Atg7, Atg12 tipicamente coinvolte nelle diverse fasi che regolano 

l’attivazione del processo autofagico.  

I risultati ottenuti dimostrano come l’ischemia/riperfusione retinica non determina una 

variazione statisticamente significativa, ai diversi tempi studiati, dei livelli di espressione 

delle proteine Atg4, Atg7 e Atg12 nell’occhio destro ischemico (D) confrontato con il 

sinistro non ischemico (S) (Figura 4.3a, b, c). Si può tuttavia osservare per la proteina 

Atg7, a 6h di riperfusione, una tendenza all’aumento che non risulta tuttavia significativa 

(Figura 4.3b). 
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Figura 4.3 – Espressione della proteina Atg4 e Atg7 e Atg12 durante l’ischemia/riperfusione 

retinica. 

Gli animali sono stati sottoposti all’insulto ischemico per 50 minuti e sacrificati ai  diversi tempi di 

riperfusione indicati. L’espressione relativa alle  proteine Atg4 (a), Atg7 (b) e Atg12 è stata 

determinata mediante l’analisi densitometrica delle bande radiografiche normalizzate per la 

proteina di controllo GAPDH. Ogni valore è stato espresso come la media ± l’errore standard  

(S.E.M)  di tre esperimenti (n=3). 
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4.1.4 L’ischemia/riperfusione retinica induce il clivaggio della proteina Beclin-1 

Come riportato in figura 4.2, l’ischemia/riperfusione retinica riduce in modo significativo 

l’espressione della proteina Beclin-1.  

Tale riduzione è accompagnata dalla comparsa di un frammento proteico, addizionale alla 

banda di 60 kDa associata a Beclin-1, che presenta un peso molecolare di 50kDa. La banda 

addizionale o frammento, si accumula nell’occhio destro ischemico (D) durante la prima 

ora di riperfusione e si riduce gradualmente dopo 24h, presentando un andamento 

temporale inverso rispetto alla banda identificata come Beclin-1 e suggerendo che, la 

ridotta espressione della proteina osservata in precedenza in corso d’ischemia/riperfusione, 

è dovuta al suo clivaggio proteolitico (Figura 4.4).  
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Figura 4.4 – La proteina Beclin-1 viene clivata in seguito ad ischemia/riperfusione retinica. 

Il western blotting mostra l’accumulo del frammento proteico della proteina Beclin-1 durante la 

fase post-ischemica. Tale frammento, che possiede un peso molecolare di 50kDa, è stato rilevato 

dopo un periodo di esposizione più lungo rispetto alla proteina Beclin-1 a 60kDa. L’istogramma 

rappresenta i valori relativi all’analisi densitometrica ± l’errore standard (S.E.M) (n=5-6 animali 

per ogni gruppo). D, occhio destro ischemico; S, occhio sinistro non ischemico. 
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4.1.5 Le proteasi calpaine sono attivate dall’ischemia/riperfusione nella retina 

Numerosi studi hanno dimostrato come l’eccitotossicità partecipa ai processi di morte 

cellulare indotti dall’ischemia/riperfusione retinica (Nucci et al., 2005; Russo et al., 2008). 

L’aumento dei livelli di glutammato determina l’over-attivazione dei recettori NMDA, 

l’aumento delle concentrazioni di Ca2+ intracellulare e l’attivazione di enzimi proteolitici 

calcio-dipendenti come le proteasi a cisteina calpaine (Lynch and Guttmann, 2002). 

Allo scopo di verificare l’attivazione delle calpaine nel nostro modello sperimentale, è 

stata monitorata la formazione dei prodotti di frammentazione di uno dei substrati delle 

calpaine, la proteina non-eritroide α-spectrina (α-spectrin breackdown products, SBDPs). 

Diversamente dalla caspasi-3, la cui attività genera un frammento a 150kDa e uno più 

specifico a 120kDa, le calpaine clivano l’α-spectrina formando due frammenti di 150 e 

145kDa (Wang, 2000). 

I risultati ottenuti dimostrano come, dopo 50 minuti d’ischemia (Rep=0), si osserva un 

significativo aumento della formazione dei frammenti di 150/145kDa dell’α-spectrina 

nell’occhio destro ischemico (D) rispetto al sinistro non ischemico (S) (Figura 4.5). 

L’attivazione delle calpaine risulta ulteriormente aumentata ad 1h di riperfusione e rimane 

sostenuta a 6 e 24h dall’induzione dell’insulto ischemico (Figura 4.5). 

Viceversa, non è  stata osservata, nei diversi tempi studiati, alcuna variazione significativa 

del frammento di 120kDa, associato all’attività proteolitica della caspasi-3. Tuttavia a 24h 

di riperfusione, è possibile notare la formazione di un frammento a 105KDa che suggerisce 

un ulteriore clivaggio proteolitico dell’α-spectrina (Figura 4.5).     
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Figura 4.5 – Attivazione delle proteasi calpaine in seguito ad ischemia/riperfusione retinica. 

Il western blotting mostra l’aumento dei frammenti di clivaggio a 150/145kDa dell’α-spectrina 

indice dell’attivazione della calpaina dopo 50 minuti d’ischemia (Rep=0) e a 1, 6 e 24h di 

riperfusione nell’occhio destro ischemico (D) rispetto al controlaterale non ischemico (S). Non è 

stato osservato alcuna variazione del frammento a 120KDa prodotto dalla caspasi-3. 

L’istogramma mostra l’analisi densitometrica delle bande radiografiche relativi ai frammenti di 

150/145kDa e 120kDa normalizzati sui valori della proteina tubulina. Ogni valore rappresenta la 

media ± l’errore standard (S.E.M.) di tre esperimenti. *P<0.05, ***P<0.01. (D), occhio destro 

ischemico; (S), occhio sinistro non ischemico. 
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4.1.6 Il clivaggio della proteina Beclin-1 dipende dall’attivazione del recettore NMDA 

del glutammato 

Al fine di identificare i possibili meccanismi responsabili del clivaggio della proteina 

Beclin-1 nella retina di ratto sottoposta ad ischemia/riperfusione, è stato valutato l’effetto 

del blocco dei recettori NMDA del glutammato sulla modulazione della proteina Beclin-1 

osservate in corso di ischemia-riperfusione. 

La somministrazione intravitreale dell’antagonista non competitivo del recettore NMDA 

del glutammato, MK-801 (50nM, 5µl/occhio), somministrato 5 minuti prima dell’ischemia 

e all’inizio della fase di riperfusione, previene l’attivazione delle proteasi calpaine come 

dimostrato dal ridotto accumulo dei frammenti di clivaggio dell’ α-spectrina di 

150/145kDa (Figura 4.6a).  

Il trattamento intravitreale con MK801, nelle stesse condizioni in cui riduce l’attivazione 

delle calpaine, porta anche, nell’occhio destro ischemico trattato, alla significativa 

riduzione dell’accumulo del frammento di clivaggio di 50kDa della proteina Beclin-1, 

osservato ad 1h di riperfusione (Figura 4.6b). 
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Figura 4.6 – Il blocco del recettore NMDA previene il clivaggio della proteina Beclin-1. 

(a) Il trattamento intravitreale con l’antagonista MK-801 riduce l’attivazione della calpaina a 0 e 

1h di riperfusione e (b) l’accumulo del frammento di clivaggio a 50kDa della proteina Beclin-1 

osservato ad 1h di riperfusione. Gli animali di controllo sono stati sottoposti alla somministrazione 

intravitreale del solo veicolo (PBS). Gli istogrammi mostrano l’analisi densitometrica delle bande 

radiografiche relativi alle proteine d’interesse normalizzati sul valore della proteina tubulina. 

Ogni valore rappresenta la media ± l’errore standard (S.E.M.) di tre esperimenti. #P<0.05 rispetto 

al veicolo.    
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4.1.7 Le proteasi calpaine inducono il clivaggio di Beclin-1 in vivo 

Per verificare il coinvolgimento diretto delle proteasi calpaine nel processo di clivaggio 

della proteina Beclin-1, sono stati utilizzati due inibitori specifici delle calpaine, 

l’MDL28170 (Inibitore III) e l’SJA6017 (Inibitore IV). 

La somministrazione intravitreale degli inibitori delle calpaine (1mM, 3µl/occhio), 5 

minuti prima ed alla fine dell’ischemia, riduce in modo significativo l’attività delle 

calpaine ad 1h di riperfusione, come è possibile osservare dalla riduzione dei frammenti a 

150/145kDa dell’α-spectrina (Figura 4.7).  

Inoltre, il trattamento sia con MDL28170 che con SJA6017, previene la riduzione di 

Beclin-1 tipicamente osservata ad 1h di riperfusione. Questo effetto è associato ad una 

riduzione significativa dell’accumulo del frammento di clivaggio a 50kDa della proteina 

Beclin-1 osservato ad 1h di riperfusione (Figura 4.7).   

Per dimostrare definitivamente il coinvolgimento delle calpaine nella degradazione 

proteolitica di Beclin-1 indotta dall’ischemia/riperfusione è stato utilizzato il siRNA 

specifico per la subunità-1 delle calpaine di ratto (CAPNS1-siRNA).  

Le proteasi calpaine sono formate da una subunità catalitica di circa 80kDa e una subunità 

regolatrice di 28kDa; la sequenza genica di quest’ultima subunità è identica sia della µ- che 

per la m-calpaina (Ohno et al., 1986; Ohno et al., 1990). Pertanto, l’utilizzo del CAPNS1-

siRNA ha permesso il silenziamento di entrambe le isoforme delle proteasi. L’efficacia del 

trattamento è stata confermata monitorando la formazione dei frammenti di clivaggio 

dell’α-spectrina a 150/145kDa nell’occhio destro ischemico (D) ad 1h di riperfusione. La 

somministrazione intravitreale dell’siRNA per la subunità-1 delle calpaine (10µg/occhio), 

72h prima dell’induzione dell’insulto ischemico, riduce in modo significativo la proteolisi 
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dell’α-spectrina nell’occhio destro dell’animale trattato rispetto al solo veicolo o all’siRNA 

di controllo (NT-siRNA) (Figura 4.8a).  

Il silenziamento genico delle calpaine previene in maniera significativa l’accumulo del 

frammento a 50kDa della proteina Beclin-1 e determina il recupero della proteina a 60kDa  

ad 1h di riperfusione, confermando pertanto che, nelle condizioni sperimentali considerate, 

le proteasi calpaine sono responsabili del clivaggio della proteina Beclin-1 (Figura 4.8b).  
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Figura 4.7 – L’inibizione farmacologica della calpaina previene il clivaggio di Beclin-1. 

Il western blotting mostra l’effetto della somministrazione intravitreale degli inibitori  MDL28170 

e SJA6017 sull’attività della calpaina e sul clivaggio della proteina Beclin-1 ad 1h di riperfusione. 

Gli animali di controllo sono stati sottoposti alla somministrazione intravitreale del solo veicolo 

(DMSO 10%). Gli istogrammi mostrano l’analisi densitometrica delle bande radiografiche relativi 

alle proteine d’interesse normalizzati sul valore dei rispettivi controlli. Ogni valore rappresenta la 

media ± l’errore standard (S.E.M.) di tre esperimenti. *P<0.05, **P<0.01. 
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Figura 4.8 – Il silenziamento  della subunità-1 delle calpaine previene il clivaggio della proteina 

Beclin-1. 

(a) L’analisi in western blotting mostra l’effetto della somministrazione intravitreale del CAPNS1-

siRNA nell’occhio destro ischemico dell’animale trattato rispetto al veicolo o all’NT- siRNA di 

controllo. L’analisi densitometrica dei prodotti di clivaggio di 150/145kDa dell’α-spectrina indica 

una riduzione dell’87% nell’animale trattato con il siRNA per la subunità-1 delle calpaine 

(CAPNS1-siRNA=0.13±0.11 vs Veicolo=1±0.02). (b) Il clivaggio della proteina Beclin-1 viene 

completamente  prevenuto dal trattamento con l’CAPNS1-siRNA nella retina ischemica, come 

dimostrato dall’assenza del frammento a 50kDa e dal recupero della proteina Beclin-1 a 60KDa 

ad 1h di riperfusione. Gli istogrammi mostrano l’analisi densitometrica delle bande radiografiche 

relativi alle proteine d’interesse normalizzati sul valore dei rispettivi controlli. Ogni valore 

rappresenta la media ± l’errore standard (S.E.M.) di tre esperimenti. ***P<0.01 rispetto al 

veicolo o all’NT-siRNA.   
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4.2 STUDI IN VITRO 

 

4.2.1 La deprivazione da siero riduce la vitalità delle RGC-5 

La riduzione del supporto trofico è stato proposto come uno dei meccanismi coinvolti nella 

disfunzione e nella morte delle cellule ganglionari retiniche in corso di glaucoma 

(Morrison et al., 2005; Pease et al., 2000). Sulla base di questo presupposto, il modello di 

sofferenza cellulare scelto per lo studio dell’autofagia nelle RGC-5 è stato un modello di 

deprivazione da siero. 

La deprivazione da siero (0% FBS) riduce in modo significativo la vitalità cellulare delle 

RGC-5 già a 3, 6 e 12h  dall’insulto iniziale rispetto alle cellule di controllo mantenute in 

terreno di coltura al 10% FBS (Figura 4.9b). Tale riduzione aumenta lievemente a 24h 

mentre risulta ulteriormente marcata dopo 48 e 72h di trattamento (Figura 4.9a, c). 

L’analisi al microscopio a contrasto di fase dopo 24 e 48h di deprivazione conferma la 

riduzione considerevole del numero di cellule in condizione di deprivazione da siero 

rispetto alle cellule controllo (Figura 4.9a).  
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Figura 4.9 - Effetto della deprivazione da siero sulle cellule RGC-5. 

La deprivazione da siero riduce la vitalità cellulare delle RGC-5. Le cellule sono state mantenute 

in terreno di coltura privo di siero per periodi di tempo compresi fra 3 e 72h. (a) Immagini al 

microscopio a contrasto di fase di cellule RGC-5 in coltura in 10% FBS (CTR) e 0% FBS (DS) 

dopo 24 e 48h di trattamento. Gli istogrammi (b, c) mostrano la quantificazione  percentuale della 

vitalità cellulare mediante saggio MTT ai diversi tempi studiati paragonati al controllo, 

arbitrariamente posto pari al 100%. *P<0.05 rispetto alle cellule controllo (10% FBS). 
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4.2.2 La deprivazione da siero modifica la distribuzione delle RGC-5 nelle fasi del 

ciclo cellulare 

Per verificare se la riduzione della vitalità delle RGC-5 osservata in seguito alla 

deprivazione da siero ai diversi tempi studiati fosse correlata ad un aumento della morte 

cellulare o ad una riduzione della crescita, è stata valutata la distribuzione delle cellule 

nelle diverse fasi del ciclo cellulare mediante analisi citofluorimetrica.  

L’analisi del ciclo cellulare dopo 24 e 48h di deprivazione da siero (0% FBS), ossia nei 

tempi in cui si osserva una riduzione progressiva della vitalità cellulare, dimostra un 

significativo aumento di cellule RGC-5 in fase G0/G1 rispetto alle cellule di controllo 

mantenute in 10% FBS. Tale aumento è accompagnato da una  riduzione statisticamente 

significativa della percentuale di cellule in fase S e G2-M (Figura 4.10a, b). 
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Figura 4.10 - Distribuzione delle RGC-5 nelle fasi del ciclo cellulare. 

L’istogramma rappresenta la percentuale di cellule RGC-5 distribuite nelle varie fasi del ciclo 

cellulare dopo 24h (a) e 48h (b) di deprivazione da siero (0% FBS) rispetto a colture cellulari 

controllo (10% FBS).*P<0.05 rispetto alle cellule controllo (10% FBS). 
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4.2.3 La deprivazione da siero non induce morte cellulare delle RGC-5 

Allo scopo di verificare se le variazioni nella distribuzione del ciclo cellulare fossero 

associate ad un aumento della morte necrotica o apoptotica, le cellule RGC-5 sono state 

analizzate con il test biparametrico FDA/PI mediante analisi citofluorimetrica. In 

condizioni di deprivazione da siero (0% FBS) non è stata osservata nessuna variazione 

significativa nel numero degli eventi necrotici o apoptotici dopo 24 e 48h di deprivazione 

nelle cellule RGC-5 confrontate con le colture controllo (10% FBS) (Figura 4.11a,b). 
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Figura 4.11 – Valutazione della morte cellulare in colture RGC-5 sottoposte a deprivazione da 

siero mediante saggio FDA/PI. 

(a)Pannelli rappresentativi della distribuzione degli eventi cellulari in seguito a colorazione con 

FDA/PI. La deprivazione da siero per 24 e 48h non induce una variazione della distribuzione degli 

eventi acquisiti nei quadranti relativi alle quattro condizioni identificate dal test citofluorimetrico 

applicato: cellule necrotiche (quadrante in alto a sinistra), apoptotiche (quadrante in basso a 

sinistra), in  apoptosi tardiva (quadrante in alto a destra), vitali (quadrante in basso a destra). (b) 

La tabella riporta le medie ± l’errore standard dei valori percentuali relativi agli eventi cellulari 

considerati a 24 e 48h in presenza e in assenza di siero.   
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Il mancato coinvolgimento della cascata apoptotica in seguito alla deprivazione da siero è 

stato inoltre confermato mediante analisi immunocitochimica della caspasi-3 clivata 

(attiva), una proteina tipicamente associata all’attivazione di questo meccanismo. In cellule 

RGC-5 mantenute in coltura allo 0% FBS per 24h non è stata osservata, infatti, alcuna 

differenza significativa nell’immunoreattività  alla caspasi-3 clivata rispetto alle cellule di 

controllo (10% FBS) (Figura 4.12). 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4.12 – Localizzazione della caspasi-3 in cellule RGC-5. 

La figura mostra l’immunoreattività della caspasi-3 attivata (verde) in colture RGC-5 sottoposte a 

deprivazione da siero per 24h (0% FBS) e colture controllo (10% FBS). I nuclei sono stati marcati 

utilizzando il colorante DAPI (blu). Non sono state rilevate variazioni significative 

nell’immunoreattività della caspasi-3 clivata in cellule deprivate (0% FBS) rispetto alle colture 

controllo (10% FBS). 
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4.2.4 L’autofagia promuove la sopravvivenza delle cellule RGC-5 

La deprivazione di fattori trofici e nutrienti è uno dei principali stimoli in grado di attivare 

l’autofagia, pertanto è stata valutata l’espressione di proteine tipicamente associate al 

processo autofagico nelle colture di RGC-5 sottoposte a deprivazione da siero. L’analisi 

mediante western blotting dimostra un significativo aumento dei livelli di espressione della 

proteina Beclin-1 ed LC3II in cellule RGC-5 sottoposte a deprivazione da siero (DS, 0% 

FBS) per 24h (Figura 4.13a).  

Questa condizione determina, inoltre, una ridistribuzione dell’immunoreattività della 

proteina LC3 a livello intracellulare come rilevato mediante immunocitochimica (Figura 

4.13b). Infatti, in condizioni di deprivazione da siero (DS, 0% FBS) si osserva, nelle 

cellule RGC-5, la presenza di strutture LC3-positive caratterizzate da un pattern 

perinucleare puntinato e molto intenso rispetto alle cellule RGC-5 di controllo (CTR, 10% 

FBS), che invece presentano un segnale citoplasmatico diffuso, supportando pertanto 

l’ipotesi di un’intensa attività autofagica in condizioni di deprivazione da siero (Figura 

4.13b). 

Per determinare l’effetto dell’inibizione dell’autofagia sulla vitalità cellulare, le colture 

RGC-5 sono state trattate con due inibitori: la Bafilomicina-A1 (BafA1), che blocca 

l’attività dell’ATPasi vacuolare di membrana (V-ATPasi) inibendo il processo di 

maturazione dell’autofagosoma (Yamamoto et al., 1998), e la 3-metil-adenina (3-MA), un 

derivato nucleotidico che interferisce con la fase di formazione dell’autofagosoma 

inibendo l’attività della PI3K-III (Petiot et al., 2000).  

Il trattamento delle cellule RGC-5 con Bafilomicina-A1 (100nM) (Kim et al., 2008b) per 

un periodo di tempo di 24h determina un forte accumulo della proteina LC3II riducendo in 
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maniera significativa la vitalità cellulare in condizioni di deprivazione da siero (DS, 0% 

FBS) (46% vs 69% DS; *P<0.05; Figura 4.13c, d). L’effetto osservato sulla vitalità delle 

cellule RGC-5 risulta ancora più marcato in seguito al trattamento con l’inibitore 3-metil-

adenina (10mM) (Kim et al., 2008b) (16% vs 69% DS;  *P<0.05; Figura 4.13d). 
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Figura 4.13 – La deprivazione da siero attiva l’autofagia in cellule RGC-5. 

(a) Variazione dei livelli di espressione della proteina Beclin-1 ed LC3I-II in cellule RGC-5 

sottoposte a deprivazione da siero per 24h (DS: 0% FBS) rispetto a cellule controllo (CTR: 10% 

FBS). Gli istogrammi mostrano l’analisi densitometrica delle bande d’interesse normalizzate sulla 

proteina GAPDH ed espresse come percentuale rispetto al controllo (CTR). *P<0.05. (b) 

Immunocitochimica della proteina LC3 in cellule RGC-5 in presenza (CTR) e in assenza di siero 

(DS). Dopo 24h di deprivazione da siero si osserva un ridistribuzione intracellulare 

dell’immunoreattività per la proteina LC3II, con la presenza di strutture puntiformi perinucleari 

indice di un’aumentata formazione degli autofagosomi. (c) Effetto della Bafilomicina-A1(BafA1) 

sui livelli di espressione di LC3. Il western blotting indica l’accumulo di LC3I-II dopo il 

trattamento in condizioni controllo (CTR) e di deprivazione da siero (DS) per 24h. (d) Valutazione 

della vitalità cellulare attraverso il saggio MTT in cellule RGC-5 deprivate da siero e trattate con 

BafA1 (100nM) e 3-MA (10mM)( *P<0.05; n=3). 
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4.2.5 Il silenziamento genico della proteina Beclin-1 riduce la vitalità delle cellule 

RGC-5 

Allo scopo di valutare l’effetto di una riduzione dell’espressione della proteina Beclin-1 

sulla vitalità delle cellule ganglionari retiniche, le cellule RGC-5 sono state transfettate con 

l’RNA interferente specifico per la proteina Beclin-1 di ratto (BECN1-siRNA) (25nM), 

48h prima della deprivazione da siero.  

L’analisi in western blotting mostra come il silenziamento genico riduce l’espressione 

della proteina Beclin-1 del 95% rispetto al siRNA di controllo (NT-siRNA) (Figura 22a). Il 

silenziamento di Beclin-1 è associato ad una riduzione dell’accumulo della forma lipidata 

della proteina LC3 (LC3II) in condizioni di deprivazione da siero (Figura 22a). 

Quest’ultima condizione, risulta simile al pattern di espressione osservato precedentemente 

nelle retine sottoposte ad ischemia/riperfusione (Figura 4.2).  

Per valutare l’effetto sulla vitalità cellulare di una ridotta espressione della proteina Beclin-

1 è stato condotto il saggio MTT. I risultati ottenuti dimostrano come il silenziamento 

genico della proteina Beclin-1 aumenta in modo significativo la riduzione della vitalità 

delle cellule RGC-5 osservata dopo 24h di deprivazione da siero (36% vs 67%; *P<0.05) 

(Figura 4.14b). 
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Figura 4.14 – Effetto del silenziamento genico della  proteina Beclin-1 sulla vitalità delle cellule 

RGC-5.  

(a) Le cellule sono state transfettate con il siRNA  specifico per la proteina Beclin-1 (BECN-

siRNA)  o con il siRNA di controllo (NT-RNA) alla concentrazione finale di 25nM, 48h prima della 

deprivazione da siero (DS). Nelle cellule transfettate con BECN-siRNA, l’espressione della 

proteina è stata ridotta del 95%. Questo effetto è accompagnato da una ridotto accumulo della 

proteina LC3II. I grafici mostrano l’analisi densitometrica delle bande radiografiche. I dati sono 

stati normalizzati sul valore della proteina GAPDH ed espressi come percentuale sul valore 

controllo (n=3). (b) Il silenziamento della proteina Beclin-1 riduce la sopravvivenza delle cellule 

RGC-5. L’istogramma rappresenta i valori ottenuti dal saggio MTT ± l’errore standard della 

media (S.E.M; n=3) della vitalità cellulare. *P<0.05 vs NT-siRNA ed DS (0% FBS).   

 



 99 

5. DISCUSSIONE 

In questo studio è stato valutato il coinvolgimento del processo autofagico in un modello 

sperimentale d’ischemia retinica caratterizzato dall’aumento transitorio della pressione 

intraoculare. Tale modello determina il blocco della circolazione retinica e uveale 

riducendo l’apporto di ossigeno e nutrienti, una condizione patologica che riproduce alcune 

delle principali caratteristiche cliniche osservate in seguito all’occlusione dell’arteria 

retinica centrale e nel glaucoma primario ad angolo chiuso (Osborne et al., 2004).  

I risultati ottenuti dimostrano che l’ischemia/riperfusione determina una deregolazione 

dell’autofagia nella retina di ratto, poiché il processo si associa ad una ridotta espressione 

della proteina LC3II, un marker specifico che indica il grado di attivazione del processo 

autofagico, e della proteina Beclin-1, coinvolta nella fase iniziale di formazione 

dell’autofagosoma.  

L’analisi in immunofluorescenza delle proteina Beclin-1 nella retina normale di ratto 

dimostra che, sebbene si osservi una distribuzione diffusa in tutti gli stati della retina, tale 

immunoreattività risulta più marcata nello strato delle cellule ganglionari retiniche 

suggerendo che, a livello dello strato retinico più interno si abbia una maggiore attivazione 

o coinvolgimento del processo autofagico. A distanza di sette giorni dall’induzione 

dell’insulto ischemico, i livelli di espressione sia di LC3II che di Beclin-1, risultano 

paragonabili ai livelli basali delle retine controllo, indicando che la dinamica del processo 

autofagico, alterata nei tempi precoci della riperfusione, ritorna a livelli fisiologici in tempi 

più tardivi.  

La modulazione del processo autofagico è stata precedentemente riportata anche in altri 

modelli sperimentali di danno retinico, sebbene a secondo dello stimolo si possa osservare 
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induzione o deregolazione dell’autofagia. Uno studio recente ha dimostrato come, in 

seguito al danno indotto mediante transezione del nervo ottico nel ratto, si osservi 

un’aumentata espressione delle proteine LC3II, Beclin-1, Atg5, Atg7 e Atg12, indicando 

una rapida attivazione dell’autofagia (Kim et al., 2008b). Nello stesso modello 

sperimentale di danno retinico sviluppato nel topo, il trattamento con rapamicina attiva 

l’autofagia in vivo e riduce la morte delle cellule ganglionari retiniche, suggerendo un 

ruolo neuroprotettivo dell’autofagia (Rodriguez-Muela et al., 2011). Questo dato è stato 

ulteriormente confermato da studi condotti in topi transgenici che non esprimono la 

proteina Atg4B sottoposti alla transezione del nervo ottico nei quali la ridotta attivazione 

del processo autofagico si associa ad un aumento della morte delle cellule ganglionari 

retiniche  (Rodriguez-Muela et al., 2011).  

L’osservazione di alterazioni della via autofagica in modelli diversi di insulto retinico 

suggerisce che questa via possa essere coinvolta nei processi di neurodegenerazione 

retinica così come è gia stato riportato per altre patologie neurodegenerative del sistema 

nervoso centrale. Un crescente numero di evidenze sperimentali suggerisce, infatti, che la 

disfunzione o la deregolazione autofagica sia associata a numerosi disordini 

neurodegenerativi cronici, come il morbo di Alzheimer, il morbo di Parkinson e la malattia 

di Huntington (Garcia-Arencibia et al., 2010; Wong and Cuervo, 2010). I neuroni 

sembrano infatti mostrare una particolare suscettibilità ad alterazioni del processo 

autofagico; questo potrebbe in parte derivare dalla loro natura post-mitotica che non 

permette la ridistribuzione delle proteine alterate o danneggiate nelle cellule figlie (Hara et 

al., 2006; Komatsu et al., 2007b). 
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E’ stato osservato in diversi modelli sperimentali della malattia di Huntington in vitro, 

nella drosofila e nel topo che l’induzione dell’autofagia, attraverso l’inibizione della 

chinasi mTOR, protegge dalla tossicità mediata dall’accumulo di poliglutammina e della 

proteina mutata huntingtina riducendo la morte cellulare (Ravikumar et al., 2004). Inoltre, 

il silenziamento genico della proteina Beclin-1 in colture striatali di topo ST Q111/Q111 

determina un accumulo significativo della proteina huntingtina mutata Q111 aggravando la 

progressione della patologia (Shibata et al., 2006).  

Studi post-mortem condotti sul cervello di pazienti colpiti dalla malattia di Alzheimer 

hanno rivelato un accumulo di vescicole autofagiche (AVs) nell’area neocorticale, a livello 

dei neuriti e dei terminali sinaptici, dovuto probabilmente all’alterazione dei sistemi di 

trasporto vescicolare e di maturazione degli autofagosomi (Nixon et al., 2005). Inoltre, i 

livelli della proteina precursore dell’amiloide (Amyloid precursor protein, APP) e della 

proteina β-amiloide vengono ridotti dall’attivazione del processo autofagico mediata 

dall’over-espressione della proteina Beclin-1 (Jaeger et al., 2010).  

L’effetto neuroprotettivo dell’autofagia è stato osservato anche in modelli sperimentali 

della malattia di Parkinson dove l’aumento dell’espressione della proteina Beclin-1 in 

colture cellulari di neuroblastoma di ratto B103 o nella corteccia e nell’ippocampo di topi 

transgenici che over-esprimono la proteina α-sinucleina riduce il danno neuronale 

associato alla degenerazione di sinapsi e dendriti (Spencer et al., 2009). Tuttavia, in questo 

patologia il ruolo dell’autofagia rimane controverso. Alcuni studi hanno, infatti, riportato 

come l’attivazione dell’autofagia mediata da MPP+ (1-methyl-4-phenylpyridinium) o 

dall’over-espressione dell’α-sinucleina-A53T mutata determina morte neuronale (Choubey 

et al., 2011; Stefanis et al., 2001). Uno stretto legame tra autofagia e neurodegenerazione è 
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stato evidenziato in studi condotti su topi knockout condizionali per i geni Atg a livello 

cerebrale. L’assenza dei geni Atg5 ed Atg7 in cellule neuronali di topo causa, infatti, 

neurodegenerazione dovuta all’accumulo di corpi d’inclusione citoplasmatici e di proteine 

poli-ubiquitinate a livello neuronale (Hara et al., 2006; Komatsu et al., 2006). Inoltre, è 

stato osservato come la delezione della proteina Atg7 è associata, nel topo, alla comparsa 

di disturbi comportamentali come la riduzione dei riflessi degli arti e l’alterazione del 

movimento coordinato (Komatsu et al., 2006). Analogamente, il silenziamento genico della 

proteina FIP200 (FAK family-interacting protein of 200 kDa), che partecipa al processo 

d’induzione dell’autofagia insieme alla proteina ULK1 e Atg13, induce morte apoptotica 

nel cervelletto e degenerazione neuronale causata dall’accumulo di aggregati proteici 

ubiquitinati, indicando che l’autofagia svolge un ruolo importante nei processi di 

sopravvivenza neuronale (Liang et al., 2010).  

Una crescente attenzione è stata recentemente focalizzata anche sul ruolo dell’autofagia 

nella perdita neuronale associata all’insulto acuto. Il danno ipossico/ischemico è un potente 

stimolo per l'induzione dell’autofagia, sebbene il suo ruolo nella morte neuronale rimane 

controverso. Alcuni studi hanno riportato, in topi sottoposti ad occlusione dell’arteria 

carotide comune, un aumento del danno cellulare caratterizzato dalla degenerazione di 

assoni e sinapsi dei neuroni corticali associato all’accumulo di vacuoli autofagici (Adhami 

et al., 2006; Zhu et al., 2005). Le evidenze riportate da Koike e collaboratori supportano il 

ruolo detrimentale dell’autofagia, evidenziando un’aumentata attività autofagica nei 

neuroni piramidali dell’ippocampo in seguito all’insulto ipossico/ischemico e come il 

danno neuronale indotto sia ridotto in topi knockout per la proteina Atg7 (Koike et al., 

2008). Viceversa, uno studio condotto da Carloni e colleghi suggerisce che l’inibizione 
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dell’autofagia, mediante somministrazione intracerebro-ventricolare di 3-metil-adenina e 

wortmannina, 20 minuti prima dell’insulto ischemico, riduce l’espressione della proteina 

Beclin-1 aumentando la morte cellulare necrotica ed il danno cerebrale ischemico (Carloni 

et al., 2008). Anche per quanto riguarda la neurodegenerazione retinica sono state riportate 

evidenze sperimentali sia a favore di un ruolo protettivo che detrimentale del processo 

autofagico. L’attivazione sostenuta della via di trasduzione mediata dalla chinasi mTOR 

inibisce l’autofagia determinando la neurodegenerazione dei fotorecettori nella drosofila e 

nel topo in seguito al danno indotto dalla luce, dallo stress ossidativo (Kunchithapautham 

and Rohrer, 2007; Wang et al., 2009) e in modelli sperimentali di retina pigmentosa 

(Punzo et al., 2009). Viceversa, altri studi hanno riportato come la delezione della fosfatasi 

PTEN, un regolatore negativo della via di trasduzione mTOR o della proteina TSC1 in 

cellule ganglionari retiniche adulte, promuove la rigenerazione assonale in seguito alla 

transezione del nervo ottico (Park et al., 2008). Studi condotti da Knoferle e collaboratori 

hanno riportato un accumulo di autofagosomi, in seguito alla lesione del nervo ottico 

indotta da diversi stimoli dannosi o secondariamente al danno indotto dall’accumulo di 

Ca2+ e come, il blocco del processo autofagico, attraverso l’utilizzo dell’inibitore 3-metil-

adenina, ritarda la degenerazione assonale riducendo le alterazioni ultrastrutturali a livello 

del nervo ottico (Knoferle et al., 2010). 

Nel nostro studio, il ruolo dell’autofagia nella degenerazione delle cellule ganglionari 

retiniche è stato valutato utilizzando colture immortalizzate di cellule ganglionari retiniche 

sottoposte a deprivazione da siero per 24h. Questa tipologia di danno mima la riduzione 

dell’apporto di fattori trofici osservato in corso di glaucoma (Cohen et al., 1994; Martin et 

al., 2003) e rappresenta uno dei principali fattori di stress cellulare in grado di stimolare 
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l’attivazione del processo autofagico (Kim et al., 2008b; Mortimore and Poso, 1987; 

Rodriguez-Muela et al., 2011). Nelle cellule RGC-5, la deprivazione da siero non induce, 

ai tempi considerati, morte cellulare, sia di tipo apoptotico che necrotico, in accordo con 

quanto riportato da alcuni studi che dimostrano come la deprivazione da siero sia associata 

alla disfunzione mitocondriale e alla morte cellulare apoptotica solo in un periodo di tempo 

più tardivo (Charles et al., 2005; Krishnamoorthy et al., 2001). Viceversa, si osserva, dopo 

24h di deprivazione, una significativa attivazione del processo autofagico, dimostrata 

dall’induzione della proteina Beclin-1 e dall’accumulo di LC3II. L’inibizione 

farmacologica dell’autofagia, mediante trattamento con Bafilomicina-A1 o 3-metil-

adenina, due sostanze che bloccano rispettivamente il processo di fusione 

dell’autofagosoma con il lisosoma e l’attività della PI3K-III nella fase iniziale del 

meccanismo autofagico, ed il silenziamento genico della proteina Beclin-1 in vitro, ha 

ridotto in modo significativo la vitalità cellulare in condizioni di deprivazione da siero. 

I dati riportati nel presente lavoro suggeriscono un ruolo protettivo dell’autofagia nelle 

cellule ganglionari retiniche, e sono in accordo con quanto dimostrato recentemente da 

Rodriguez e colleghi, i quali riportano come l’induzione farmacologica del processo 

autofagico con rapamicina protegge le cellule RGC-5 trattate con paraquat riducendo la 

morte cellulare e il danno mitocondriale indotto dallo stress ossidativo; questo effetto viene 

revertito dal trattamento con l’inibitore 3-metil-adenina il quale determina una riduzione 

della vitalità delle cellule RGC-5 (Rodriguez-Muela et al., 2011). 

Nelle nostro paradigma sperimentale in vivo, la modulazione dei livelli di Beclin-1 e 

LC3II, non è accompagnata da variazioni dei livelli di espressione di altre proteine 

coinvolte nella regolazione del processo autofagico come Atg4, Atg7 e Atg12. Viceversa, 
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abbiamo osservato, dopo 1 ora di riperfusione, un trend alla riduzione di p62/SQSTM1 

(Sequestosome 1). Questa proteina si localizza sulla membrana dell’autofagosoma, guida la 

degradazione di aggregati proteici ubiquitinati e proteine alterate attraverso l’interazione 

con LC3II ed è costantemente degradata durante il processo autofagico (Pankiv et al., 

2007). Diversi studi hanno documentato, sia in vivo che in vitro, che l’inattivazione del 

processo autofagico determina un aumento dei livelli di espressione della proteina p62 

(Komatsu et al., 2007a; Korolchuk et al., 2009; Nezis et al., 2008). Viceversa, una 

riduzione dei livelli della proteina p62 potrebbe essere interpretata come un aumento 

dell’attività autofagica o del turnover dell’autofagolisosoma (Kuma et al., 2004; Wang et 

al., 2006). Pertanto, nel modello d’ischemia retinica utilizzato nel presente lavoro, la 

riduzione dell’espressione della proteina p62 potrebbe deporre a favore di un’attivazione 

precoce del processo autofagico nella prima fase dell’insulto ischemico. Questo risultato è 

supportato inoltre dall’analisi dell’espressione della proteina LC3II in corso d’ischemia. 

Normalmente, i livelli della forma citosolica LC3I sono molto stabili e si riducono in 

condizioni di stress cellulare causando un’aumentata espressione della forma lipidata 

LC3II (Kuma et al., 2004).  

Nel nostro studio i livelli di espressione della proteina LC3II si riducono subito dopo 

l’ischemia; questo risultato, in accordo con quanto osservato in precedenza per la proteina 

p62, potrebbe indicare un’elevata velocità di degradazione della proteina a livello 

dell’autofagosoma piuttosto che un ridotta o mancata attivazione del processo autofagico 

(Mizushima and Yoshimori, 2007).  

Tale dato è supportato ulteriormente dal possibile coinvolgimento della chinasi PKB/Akt 

che interviene nella regolazione del processo autofagico. Questa proteina viene stimolata 
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dall’attivazione dei recettori ad attività tirosina-chinasi attraverso il legame di ormoni e 

fattori di crescita ed è coinvolta nell’attivazione della chinasi mTOR la quale agisce come 

il principale regolatore negativo del processo autofagico (Petiot et al., 2000). 

Studi condotti precedentemente nel nostro laboratorio, hanno riportato una rapida 

deattivazione della chinasi Akt alla fine dell’ischemia nella retina di ratto, seguita da una 

sostenuta attivazione ad un’ora di riperfusione e nei tempi successivi della fase post-

ischemica (Russo et al., 2008). 

Pertanto, la riduzione dei livelli di espressione delle proteine p62 ed LC3 potrebbe derivare 

dalla ridotta attivazione della chinasi Akt conseguente all’ischemia. Tuttavia, l’attivazione 

sostenuta di Akt, riportata nella fase post-ischemica da Russo e colleghi, potrebbe essere 

responsabile del blocco del processo autofagico e della ridotta espressione di LC3II 

osservata dopo 1 ora di riperfusione. 

D’altra parte, quest’ultimo evento può essere anche interpretato come conseguenza della 

riduzione della proteina Beclin-1, la quale agisce a monte di LC3II nella fase d’induzione 

del processo autofagico. Questa ipotesi è ulteriormente supportata dal silenziamento in 

vitro della proteina Beclin-1 che induce una riduzione dell’accumulo di LC3II 

riproducendo una condizione simile a quella osservata nel modello ischemico in vivo. 

Inoltre, la riduzione della vitalità osservata in seguito al silenziamento genico di Beclin1 

nelle cellule RGC-5 suggerisce che la riduzione dell’espressione di questa proteina svolga 

un ruolo importante nella degenerazione e morte delle cellule ganglionari retiniche. 

D’altra parte, come riportato in precedenza, l’inibizione dell’autofagia conseguente alla 

ridotta espressione della proteina Beclin-1 è associata all’alterazione del catabolismo di 
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aggregati proteici e partecipa ai processi neurodegenerativi in diverse condizioni 

patologiche (Jaeger et al., 2010; Ravikumar et al., 2004; Shibata et al., 2006).  

Abbiamo potuto osservare come, nel nostro modello sperimentale, la riduzione di Beclin-1 

dipenda dalla sua degradazione proteolitica con formazione di un frammento di 50kDa, il 

cui accumulo segue un andamento inverso rispetto alla riduzione della proteina di 60kDa. 

Il frammento si accumula, infatti, durante la prima ora di riperfusione parallelamente alla 

riduzione della proteina full-lenght. Beclin-1 è stata recentemente identificata come uno dei 

substrati delle proteasi caspasi. Cho e collaboratori hanno evidenziato come la proteina 

Beclin-1 (35S-Atg6) viene clivata in vitro in seguito all’incubazione con le caspasi 

ricombinanti -3, -6, -9 e -10. Nello stesso studio, il trattamento isolato della frazione 

citosolica di cellule HeLa che over-esprimono la proteina Beclin-1, ed esposte al ligando 

TRAIL, con le diverse caspasi attive conferma che questa proteina rappresenta un substrato 

specifico delle caspasi, in particolare delle caspasi-3 e -10 (Cho et al., 2009). 

Inoltre, uno studio recente ha osservato che la riduzione del processo autofagico in cellule 

HeLa, mediata dalla proteina Bax o dal trattamento con TNF-α e cicloesimide (CHX), è 

dovuta al clivaggio della proteina beclin-1 indotto dalla caspasi-3 (Luo and Rubinsztein, 

2010).  

Wirawan e collaboratori confermano tale dato riportando il coinvolgimento delle caspasi-3, 

-7 e -8 nel clivaggio di Beclin-1 in colture di cellule-B di topo Ba/F3. Questo processo di 

clivaggio si verifica nella porzione C-terminale della proteina e produce due distinti 

frammenti di 35 e 37kDa che comportano la perdita di funzione di Beclin-1 e la 

conseguente incapacità di attivare il processo autofagico (Wirawan et al., 2010). Inoltre è 

stato dimostrato come il clivaggio della proteina alteri la localizzazione subcellulare dei 
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frammenti ottenuti favorendone la traslocazione a livello mitocondriale (Wirawan et al., 

2010). Tale processo è inoltre associato all’acquisizione di una funzione pro-apoptotica 

mediata dall’induzione del rilascio del citocromo-c e della proteina HtrA2/Omi (high-

temperature requirement protein-A2) dai mitocondri (Wirawan et al., 2010). Il 

coinvolgimento delle caspasi nella degenerazione neuronale delle cellule retiniche è stato 

documentato in modelli sperimentali di glaucoma e durante l’insulto ischemico (Katai and 

Yoshimura, 1999; Kermer et al., 1998; McKinnon et al., 2002; Singh et al., 2001). I 

meccanismi di morte cellulare indotti dall’ischemia retinica sono caratterizzati da una fase 

precoce di attivazione del processo necrotico, mediata dall’attivazione della cascata 

eccitotossica indotta dal glutammato, e da una fase tardiva di attivazione del processo 

apoptotico che si verifica circa 12h dopo la fase di riperfusione (Fujita et al., 2009; Zhang 

et al., 2007a). Pertanto, un marcato aumento dell’attivazione delle caspasi, in particolare 

della caspasi- 3 è stata osservata nella retinica ischemica solo dopo 3 giorni di riperfusione 

(Fujita et al., 2009).  

Sulla base di questi presupposti, la frammentazione di Beclin-1 osservata in seguito ad 

ischemia/riperfusione nella retina non può essere ascrivibile ad un’attività caspasica, sia in 

dipendenza dei diversi tempi di attivazione degli enzimi coinvolti, sia per via dei diversi 

pesi molecolari dei frammenti osservati. E’ possibile pertanto escludere, nelle nostre 

condizioni sperimentali, il coinvolgimento delle caspasi nella formazione del frammento a 

50kDa durante il clivaggio della proteina Beclin-1.  

Nella retina, così come in altri tessuti, l’interruzione parziale o completa del flusso ematico 

porta ad una morte neuronale a carattere eccitotossico (Joo et al., 1999; Neal et al., 1994). 

Il coinvolgimento della cascata eccitotossica nel modello d’ischemia retinica utilizzato nel 
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presente lavoro è stato ampiamente documentato da diversi studi. E’ stato, infatti, riportato 

l’accumulo intravitreale di glutammato nel coniglio, nel ratto (Louzada-Junior et al., 1992; 

Nucci et al., 2005), nella scimmia e nell’uomo (Dreyer et al., 1996). L’eccessiva 

stimolazione dei recettori NMDA del glutammato porta ad un aumento della 

concentrazione intracellulare di Ca2+ con conseguente attivazione di enzimi Ca2+-

dipendenti, come fosfolipasi, endonucleasi e proteasi responsabili della degradazione di 

componenti cellulari fondamentali. Le calpaine sono proteasi Ca2+-dipendenti la cui 

attivazione è strettamente correlata all’eccessiva stimolazione dei recettori del glutammato 

(Chiu et al., 2005; Lynch and Guttmann, 2002; Volbracht et al., 2005). I dati riportati nel 

presente studio dimostrano che le calpaine sono attivate precocemente in seguito all’insulto 

ischemico, raggiungono la massima attivazione ad 1h di riperfusione, e la loro attività 

proteolitica si mantiene elevata fino a 24h.  

Il coinvolgimento delle proteasi calpaine nella morte neuronale è stato ampiamente 

documentato in diversi modelli sperimentali. Diversi studi hanno riportato come 

l’inibizione farmacologica delle calpaine con ALLN riduce il danno neuronale in seguito 

ad ischemia cerebrale nel ratto o in colture primarie neuronali sottoposte ad ipossia (Hong 

et al., 1994; Rami et al., 2000; Rami and Krieglstein, 1993). Cao e colleghi ne confermano 

il ruolo detrimentale in colture primarie ippocampali e corticali sottoposti ad insulto 

ischemico mediante deprivazione di ossigeno e glucosio (OGD). Inoltre nello stesso 

modello sperimentale, l’over-espressione dell’inibitore calpastatina riduce la morte 

cellulare bloccando il rilascio del fattore apoptotico AIF dai mitocondri (Cao et al., 2007). 

Nella retina, la somministrazione intravitreale dell’inibitore delle calpaine SJA6017 

protegge le cellule ganglionari retiniche dal danno ischemico indotto attraverso 
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l’occlusione dell’arteria retinica centrale nel ratto (Sakamoto et al., 2000). Lo stesso effetto 

è stato osservato negli studi in cui si riporta che il trattamento sistemico con l’inibitore 

SNJ-1945 riduce l’attivazione delle calpaine e la neurodegenerazione retinica in un 

modello ischemico di ipertensione oculare acuta (Oka et al., 2006) o in seguito al danno 

retinico indotto dalla somministrazione intravitreale di NMDA (Shimazawa et al., 2010).  

Nel presente lavoro, il profilo temporale dell’attivazione delle calpaine osservato nella fase 

di riperfusione dimostra un andamento sovrapponibile alla comparsa ed accumulo del 

frammento della proteina Beclin-1, suggerendo il possibile coinvolgimento di questi 

enzimi nella proteolisi di questo substrato. 

Questa ipotesi è stata confermata dai risultati ottenuti sia mediante antagonismo del 

recettore NMDA che attraverso l’inibizione farmacologica delle calpaine. Infatti, la 

somministrazione intravitreale dell’antagonista non competitivo dei recettori NMDA del 

glutammato, l’MK-801, mentre riduce l’attivazione delle calpaine, previene la comparsa 

del frammento proteolitico di Beclin-1. Analogamente, l’inibizione diretta delle calpaine, 

mediante gli inibitori MDL28170 e SJA6017 previene sia la riduzione di Beclin-1 

osservata ad 1h di riperfusione che il suo clivaggio.  

Il coinvolgimento diretto delle calpaine nella frammentazione di Beclin-1 è stato 

definitivamente confermato mediante il silenziamento intravitreale della subunità-1 delle 

calpaine che, così come osservato mediante l’approccio farmacologico, previene il 

clivaggio proteolitico di Beclin-1 durante la riperfusione. 

Questi risultati identificano per la prima volta in vivo, la proteina Beclin-1 come un 

substrato delle calpaine, offrendo nuovi spunti sia per l’interpretazione degli effetti 
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neuroprotettivi associati all’inibizione delle calpaine, che per la possibile relazione fra 

morte eccitotossica ed autofagia. 

L’identificazione di Beclin-1 come substrato delle calpaine suggerisce, infatti, che la 

modulazione del processo autofagico, conseguente all’inibizione dell’attività proteolitica di 

queste proteasi, possa essere uno dei meccanismi alla base degli effetti neuroprotettivi 

osservati. Inoltre, i risultati riportati in questo studio, estendono i dati già presenti in 

letteratura sul coinvolgimento delle calpaine nel processo autofagico. Studi recenti hanno, 

infatti, dimostrato come le proteasi calpaine inibiscono l’attivazione dell’autofagia in vitro 

attraverso il clivaggio della proteina Atg5 e tale effetto viene revertito dal trattamento con 

l’inibitore delle calpaine ALLN (Yousefi et al., 2006). L’attività delle calpaine riduce 

inoltre l’espressione di proteine autofagiche come Beclin-1 e Atg7 in colture di epatociti 

sottoposte ad anossia e riossigenazione (Kim et al., 2008a).  

Riguardo il ruolo dell’autofagia nel danno eccitotossico la letteratura riporta dati 

contrastanti.  Il trattamento di sezioni organotipiche ippocampali con NMDA è associato al 

danno neuronale mediato dall’attivazione del processo autofagico (Borsello et al., 2003). 

Inoltre, nello stesso modello sperimentale, il trattamento con l’inibitore 3-metil-adenina, 

che agisce bloccando il processo di formazione dell’autofagosoma, previene la morte 

neuronale (Borsello et al., 2003; Sadasivan et al., 2010). Allo stesso modo, Wang e 

collaboratori hanno riportato l’effetto detrimentale dell’autofagia attivata in seguito 

all’iniezione di acido kainico nello striato del ratto (Wang et al., 2008b). Questi dati 

suggeriscono pertanto che l’attivazione dell’autofagia e il processo eccitotossico 

potrebbero agire utilizzando una via comune Ca2+-mediata dovuta all’attivazione dei 

recettori del glutammato. Viceversa, nel 1993 Gordon e collaboratori hanno riportato 
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l’inibizione del processo autofagico in epatociti di ratto in seguito all’utilizzo di sostanze 

che aumentano il rilascio di Ca2+ dai depositi intracellulari (Gordon et al., 1993). In 

accordo con quest’ultimo studio, è stato anche recentemente riportato come l’utilizzo di 

antagonisti dei canali-L del Ca2+ e il silenziamento genico delle calpaine in vitro 

aumentano l’espressione della proteina LC3II favorendo l’attivazione dell’autofagia 

(Williams et al., 2008; Zhang et al., 2007b). I dati riportati nel nostro studio supportano 

l’inibizione Ca2+-dipendente del processo autofagico attraverso il clivaggio della proteina 

Beclin-1 mediato dall’attivazione delle proteasi calpaine e forniscono un possibile legame 

tra l’eccitotossicità e la riduzione del processo autofagico osservata in diverse patologie 

neurodegenerative nelle quali si osserva il coinvolgimento dei fenomeni eccitotossici.  

 

In conclusione, i dati riportati nel presente lavoro indicano una deregolazione 

dell’autofagia nella retina sottoposta ad ischemia/riperfusione retinica, supportano il ruolo 

neuroprotettivo di questo processo nelle cellule ganglionari retiniche e suggeriscono che 

l’eccitotossicità, indotta dall’eccessiva stimolazione dei recettori NMDA del glutammato, 

regola negativamente l’autofagia attraverso il clivaggio mediato dalle calpaine della 

proteina Beclin-1.  

Recentemente, la connessione tra l’autofagia ed i processi neurodegenerativi è stata 

rafforzata da diversi studi che hanno evidenziato la vulnerabilità dei neuroni ai segnali di 

stress cellulare che alterano il processo autofagico. I dati ottenuti suggeriscono che la 

regolazione di questo processo potrebbe essere particolarmente importante nella retina e 

nelle patologie oculari associate ad eventi ischemici.  
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Pertanto, l'ulteriore comprensione della regolazione e modulazione dell’autofagia in 

condizioni fisiologiche e patologiche nella retina potrebbe portare ad un rilevante 

progresso delle conoscenze dei meccanismi che sottendono alla neurodegenerazione 

glaucomatosa ed offrire nuovi target per lo sviluppo di approcci terapeutici neuroprotettivi 

innovativi. 
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7.1 Attività di ricerca svolta durante lo stage all’estero 

Nella parte finale del corso di dottorato di ricerca è stato svolto un periodo formativo di tre 

mesi presso il laboratorio di Neuroinfiammazione e Malattie Infettive del Sanford-

Burnham Medical Research Institute (San Diego, La Jolla, CA, USA). 

In questo periodo sono stati condotti studi preliminari sul possibile coinvolgimento del 

processo autofagico in un modello sperimentale di danno cerebrale associato all’infezione 

da HIV in topi transgenici che over-esprimono la glicoproteina virale gp120. 

I soggetti affetti da AIDS manifestano una sindrome neurologica nota con il nome di HIV 

associated Dementia (HAD), che si presenta con disfunzioni cognitive e motorie di entità 

variabile. La neuroinfiammazione è una condizione patologica comune nei soggetti colpiti 

da HIV-1 e viene generalmente chiamata encefalite (HIV-encephalitis, HIVE) 

caratterizzata da perdita neuronale, astrocitosi e microgliosi reattiva, estesa degenerazione 

sinaptica e dendritica con infiltrazione di macrofagi e cellule microgliali attivate (Kaul et 

al., 2001; McArthur, 1987). 

Diversi studi hanno dimostrato una correlazione tra lo sviluppo dell’HAD e alcune malattie 

neurodegenerative come la malattia di Parkinson e di Alzheimer. E’ stato, infatti, osservato 

nel cervello di pazienti colpiti da HIV-1, l’accumulo della proteina β-amiloide, α-

sinucleina e la formazione di aggregati ubiquitinati e corpi di Lewy che partecipano alle 

alterazioni cognitive osservate nel decorso della patologia (Esiri et al., 1998; Khanlou et 

al., 2009). 

Numerose evidenze sperimentali suggeriscono che la neurodegenerazione associata 

all’HIV-1 si verifica attraverso due meccanismi principali. Il primo è caratterizzato dalla 

neurotossicità come conseguenza dell’esposizione diretta al virus e ai suoi frammenti 
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proteici, come per esempio accade per la glicoproteina del capside gp120, o al danno 

indiretto mediato da neurotossine rilasciate da microglia e macrofagi infettati o immuno-

stimolati che, a loro volta, stimolano il rilascio di citochine, chemochine e molecole di 

adesione dalle cellule del sistema nervoso centrale (Giulian et al., 1990).  

Il secondo è caratterizzato dall’inibizione del processo di neurogenesi (Okamoto et al., 

2007). A livello molecolare, entrambi questi meccanismi sono mediati dai recettori delle 

chemochine CCR5 e CXCR4 e dalla proteina chinasi attivata dallo stress p38-MAPK 

(Kaul et al., 2007). Studi recenti suggeriscono come la patogenesi dell’HIV può essere 

inoltre determinata dalla produzione di interferone-α (INF-α) che deriva dalla reazione 

delle cellule dendritiche plasmocitoidi al virus stesso. Infatti, sebbene queste sostanze 

siano importanti per la risposta antivirale, la produzione eccessiva di INF-α nell’infezione 

da HIV sembra causare una risposta immunitaria alterata che partecipa alla progressione 

della patologia (Mandl et al., 2008).  

I recettori delle chemochine mediano normalmente il trafficking dei leucociti, 

contribuiscono all’organizzazione della risposta infiammatoria e immune, regolano la 

maturazione di cellule staminali neurali ed ematopoietiche. L’infezione di macrofagi e 

linfociti causata dal virus dell’HIV si verifica in seguito al legame della glicoproteina del 

capside gp120 a questi recettori. Generalmente, le cellule-T, come anche i macrofagi e la 

microglia, sono infettate tramite il recettore delle α-chemochine CXCR4 o delle β-

chemochine CCR5. Diversi studi in vitro hanno riportato come il recettore CXCR4 è 

direttamente coinvolto nel danno neuronale associato all’HIV mentre il recettore CCR5 

potrebbe mediare anche un ruolo protettivo (Kaul and Lipton, 1999). La glicoproteina del 

capside gp120 del virus HIV-1, rappresenta uno degli agenti eziologici maggiormente 
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responsabili dello sviluppo e della progressione dell’HAD poiché essa risulta provvista di 

un elevato potenziale neurotossico sia in vivo che in vitro.  

E’ stato osservato in colture di neuroni cerebro-corticali umane e di topo come 

l’esposizione a concentrazioni pico-molari della proteina o del virus completo induce 

morte neuronale apoptotica mediata dall’attivazione del recettore CXCR4. Inoltre 

l’inibizione in vitro dell’attivazione di macrofagi e microglia previene la neurotossicità 

associata all’esposizione della glicoproteina gp120. La morte neuronale innescata in vitro 

dalla gp120 in preparazioni di colture cellulari miste -contenenti neuroni, macrofagi e 

microglia- sembre essere mediata dall’attivazione del recettore CXCR4 e dovuta alla 

secrezione, stimolata dalla proteina, di fattori neurotossici quali: citochine, eicosanoidi, 

eccitotossine e radicali liberi (Hesselgesser et al., 1998; Kaul and Lipton, 1999; Ohagen et 

al., 1999). 

Esiste, inoltre, una serie di evidenze sperimentali a favore di un effetto neurotossico diretto 

della gp120, poichè la virotossina è in grado di indurre morte neuronale in cellule di 

neuroblastoma umano anche in assenza di altri tipi cellulari (Corasaniti et al., 1998; 

Corasaniti et al., 1995; Corasaniti et al., 1996) Inoltre, l’applicazione intra cerebro 

ventricolare (i.c.v.) subcronica di gp120 produce alterazioni neuropatologiche, quali: 

selettiva apoptosi neuronale nella neocorteccia (Bagetta et al., 1995; Bagetta et al., 1996) 

accompagnata da attivazione delle cellule microgliali (Bagetta et al., 1999) aumento 

dell’espressione della citochina pro-inflammatoria IL-1β (Corasaniti et al., 2001) e di 

enzimi coinvolti nel processo infiammatorio come la cicloossigenasi-2 (COX-2) (Bagetta 

et al., 1998; Corasaniti et al., 2000). Negli anni recenti un crescente interesse è stato rivolto 

al coinvolgimento del processo autofagico nella neurodegenerazione associata all’HIV. 
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L'autofagia è un processo evolutivamente conservato attraverso il quale le cellule 

eucariotiche regolano il turnover delle proteine a lunga vita e gli organuli citoplasmatici 

(Levine and Kroemer, 2008). Questo processo è fisiologicamente presente a livelli basali in 

tutte le cellule e rappresenta un processo catabolico adattativo in risposta a varie forme di 

stress come la deprivazione di fattori di crescita, l’aumento della richiesta bioenergetica, 

l’ipossia, lo stress del reticolo endoplasmatico e l’accumulo di aggregati proteici (Kourtis 

and Tavernarakis, 2009; Rubinsztein et al., 2007). 

Studi recenti suggeriscono che l'autofagia rappresenta un meccanismo di difesa 

antimicrobico dell'ospite contro alcuni batteri ed infezioni da virus (Orvedahl and Levine, 

2009) e svolge un ruolo protettivo in diverse malattie neurodegenerative (Mizushima et al., 

2008). 

Studi condotti su colture cerebro-corticali di ratto hanno dimostrato come il trattamento 

con il supernatante derivato da macrofagi e microglia infettati con il virus da 

immunodeficienza HIV e SIV inibisce l’attivazione dell’autofagia riducendo, in modo 

significativo, la sopravvivenza cellulare; questo risultato viene revertito mediante il 

trattamento con rapamicina (Alirezaei et al., 2008). Zhou e collaboratori hanno riportato, 

mediante studi post-mortem, un’aumentata espressione delle proteine LC3II e Beclin-1 

nella corteccia frontale di pazienti colpiti da HIVE. Analogamente, il trattamento di colture 

di neuroblastoma umano SK-N-SH, che esprimono i recettori CXCR4 e CCR5, esposte alla 

glicoproteina gp120 (HIVMN-X4 oppure HIVBAL-R5) per 6h induce l’autofagia suggerendo 

che l’alterazione di questo processo potrebbe avere un ruolo importante nella patogenesi 

dell’HIV (Zhou et al., 2011). Studi condotti da Espert e colleghi hanno, inoltre, dimostrato 

come l’autofagia è indotta in macrofagi mantenuti in co-coltura con cellule HEK che 
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esprimono la glicoproteina gp120 (HIVMN-X4 oppure HIVBAL-R5); il trattamento con 

Bafilomicina-A1 aumenta la produzione delle proteine virali X4 ed R5 infettive 

suggerendo che l’autofagia è importante per il processo di replicazione virale (Espert et al., 

2009). 

 

Nel corso dello stage formativo sono stati condotti esperimenti preliminari al fine di 

valutare il coinvolgimento del processo autofagico in sezioni cerebrali di topi transgenici 

che over-esprimono la glicoproteina del capside gp120 (Hipex-gp120tg mice) mediante 

analisi in immunofluorescenza. Le sezioni coronali cerebrali di topo (30µM) sono state 

realizzate mediante l’utilizzo di un vibratomo e conservate a -20°C in piastre a 96 pozzetti 

fino al momento dell’uso, immerse in una soluzione crioprotettiva (30% glicerolo, 30% 

etilen-glicole/PBS). Le sezioni sono state lavate in PBS, permeabilizzate in PBS/Triton-

X100 1% per 30 minuti ed i siti aspecifici bloccati mediante l’incubazione con siero di 

capra al 10% per 1h a temperatura ambiente. L’incubazione con gli anticorpi primari anti-

Beclin-1 (1:100) e anti-LC3 (1:400) (MBL Internatinal), anti-NeuN (1:200) e anti-GFAP 

(1:500) (Sigma-Aldrich) è stata effettuata per tutta la notte a 4°C in siero di capra al 

5%/PBS. Il giorno seguente le sezioni sono state lavate in PBS e incubate al buio per 1h in 

siero di capra al 5%/PBS con l’anticorpo secondario Alexa Fluor 488 (1:500) (Molecular 

Probes) e anti-Rodamina (1:200) (Vector Laboratories). Infine, le sezioni sono state 

incubate con il colorante nucleare Hoechst (1:150) per 5 minuti, montate su vetrino con il 

mezzo montante Vectashield e le immagini acquisite utilizzando un microscopio a 

deconvoluzione Carl-Zeiss. I risultati preliminari ottenuti dimostrano, nell’animale 

transgenico per la glicoproteina gp120 (gp120tg), la presenza di strutture LC3 positive 
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caratterizzate da un pattern puntinato presente a livello perinucleare e nei prolungamenti 

assonali dei neuroni corticali rispetto alle sezioni di controllo wild-type (wt) che, invece, 

presentano un segnale citosolico diffuso della proteina LC3, supportando l’ipotesi di un 

possibile accumulo della forma lipidata della proteina LC3 associata alla membrana 

dell’autofagosoma (Figura 1).  

L’analisi in immunofluorescenza per la proteina Beclin-1, coinvolta nelle fasi iniziali di 

formazione dell’autofagosoma, dimostra nell’animale transgenico per la gp120 una debole 

immunoreattività della proteina nei neuroni corticali; è possibile invece osservare 

un’elevata espressione della proteina Beclin-1 nel compartimento citoplasmatico e nei 

processi cellulari di astrociti GFAP-positivi (Figura 2). 
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Figura 1 - L’immagine mostra ridistribuzione intracellulare dell’immunoreattività per la proteina 

LC3 caratterizzata dalla presenza di strutture puntiformi a livello perinucleare e dei 

prolungamenti assonali di neuroni corticali di un topo transgenico per la glicoproteina gp120 

rispetto al controllo (wildtype, wt). 
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Figura 2 – L’immunofluorescenza mostra la distribuzione specifica della proteina Beclin-1 nel 

compartimento citoplasmatico e nei prolungamenti cellulari di astrociti GFAP-positivi in sezioni 

cerebrali di un topo transgenico per la glicoproteina gp120 rispetto al controllo. 
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Gli studi preliminari condotti in questo periodo formativo dimostrano un’aumentata 

immunoreattività per la proteina Beclin-1 ed LC3 in sezioni cerebrali di topi transgenici 

che over-esprimono la glicoproteina del capside gp120 supportando, nel modello 

sperimentale considerato, una possibile attivazione del processo autofagico. L’utilizzo di 

approcci biochimici, farmacologici e di sistemi in vitro permetterà in futuro di chiarire il 

reale coinvolgimento dell’autofagia nei meccanismi di danno neuronale associati 

all’infezione da HIV.  
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