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ABSTRACT 

Le variazioni nella concentrazione citosolica di Ca2+ in seguito alla stimolazione 

del TCR ricoprono un ruolo chiave nell’attivazione, proliferazione, metabolismo e 

apoptosi dei linfociti T. Risulta quindi fondamentale comprendere i meccanismi 

responsabili dell’ingresso di Ca2+ nella cellula. Tra questi, è ben caratterizzato 

quello mediato dai canali CRAC, responsabili del processo detto Store Operated 

Calcium Entry (SOCE), mentre è ancora dibattuto il coinvolgimento dei canali del 

Ca2+ voltaggio dipendenti (VGCC).  

Nell’articolo in esame viene studiato il ruolo della subunità CaVβ1, codificata dal 

gene Cacnb1, la cui delezione tramite shRNA o sgRNA causa un aumento 

dell’apoptosi e una diminuzione dell’espansione clonale dei linfociti T in topi 

infettati da Lymphocytic choriomeningitis mammarenavirus. La delezione di 

Cacnb1, invece, non ha effetti sulla produzione di citochine e sulla concentrazione 

di Ca2+ intracellulare. Questa non è modificata nemmeno dai VGCC in seguito a 

loro attivazione mediante depolarizzazione della membrana: esperimenti di patch-

clamp non rilevano alcuna corrente di Ca2+ mediata da VGCC, che sembrano quindi 

non essere funzionali nei linfociti T, come suggerisce anche l’assenza di trascritti 

codificanti α1 non tronchi rilevata mediante RNA-seq. Ne consegue che la funzione 

regolativa nei linfociti T di CaVβ1 è indipendente dalla sua funzione regolativa nei 

VGCC.   
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1. INTRODUZIONE 

1.1 Segnalazione del calcio nei linfociti T 

Per indurre una risposta immunitaria efficace, è necessario che il riconoscimento di 

un antigene da parte di un linfocita T naïve si traduca in una via di segnalazione 

intracellulare che promuova l’espressione dei geni coinvolti in attivazione, 

proliferazione e differenziamento nel corretto profilo funzionale dei linfociti T. Tra 

le vie di segnalazione attivate, una delle più importanti è quella che vede come 

secondo messaggero il calcio.  

 

1.1.1 La stimolazione del TCR induce SOCE nei linfociti T 

Variazioni nella concentrazione citosolica di calcio ([Ca2+]I) sono una diretta 

conseguenza della stimolazione del TCR. Il riconoscimento ristretto, infatti, avvia 

una cascata fosforilativa che attiva l’enzima fosfolipasi Cγ1 (PLCγ1), che idrolizza 

il fosfatidininositolo trifosfato, lipide di membrana, in diacilglicerolo (DAG), che 

rimane ancorato alla membrana, e inositolo-1,4,5-trifosfato. Quest’ultimo diffonde 

nel citosol e interagisce con il recettore del reticolo endoplasmatico (RE) inositol-

1,4,5-trisphosphate receptor (InsP3R), che passa quindi dallo stato chiuso allo stato 

aperto e media l’uscita di Ca2+ dal RE al citosol. La deplezione degli stock di Ca2+ 

del RE è percepita da STIM, proteina del RE che funge da sensore della 

concentrazione di Ca2+ nel RE. Quando questa diminuisce, il Ca2+ è rilasciato dal 

suo sito di legame su STIM, che subisce quindi una variazione conformazionale che 

ne induce l’oligomerizzazione e il movimento verso un punto di contatto tra RE e 

la membrana plasmatica. L’oligomero interagisce con ORAI1, canale che 

costituisce il Calcium-Release Activated Channel (CRAC), che si apre e media 

l’ingresso di Ca2+ dall’ambiente extracellulare al citosol. Questo processo prende il 

nome di Store Operated Calcium Entry (SOCE), proprio perché lo stimolo per 

l’ingresso di Ca2+ attraverso la membrana plasmatica è la sua deplezione nel RE 

(Trebak, Kinet, 2019). 

 

1.1.2 SOCE attiva i fattori di trascrizione della famiglia NFAT nei linfociti T 

Il Ca2+ entrato nel citosol attraverso SOCE si lega alla calmodulina, che viene così 

attivata, e che a sua volta lega, attivandoli, numerosi target, tra cui la calcineurina, 

una serin-treonin-fosfatasi. Questa defosforila particolari residui dei fattori di 

trascrizione (TF) della famiglia NFAT, esponendone la sequenza di localizzazione 

nucleare, che può ora essere riconosciuta dalle importine nucleari, che mediano la 

traslocazione degli NFAT dal citoplasma al nucleo.  

Nel nucleo, i TF della famiglia NFAT promuovono la trascrizione di geni 

codificanti citochine, tra cui IL-2, fondamentale per l’espansione clonale dei 

linfociti T, di geni implicati nella regolazione del ciclo cellulare e nel metabolismo 

cellulare, tra cui TF necessari per l’espressione di enzimi glicolitici, e di geni 

implicati nella polarizzazione dei linfociti T CD4+ verso il corretto profilo 

funzionale (Trebak et al., 2019). 
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Tra i membri della famiglia NFAT regolati da Ca2+, due sono particolarmente 

importanti nel controllo del ciclo cellulare: NFAT1 e NFAT2. NFAT1 è un gene 

oncosoppressore attivato da elevate concentrazioni di Ca2+ intracellulare; nei 

linfociti T, la sua attivazione è correlata a un arresto del ciclo cellulare e 

all’apoptosi. NFAT2, invece, è un oncogene attivato da moderate concentrazioni di 

Ca2+ intracellulare; la sua attivazione è correlata alla proliferazione dei linfociti T 

(Robbs et al., 2008).  

Oltre ai canali CRAC, il cui ruolo nella segnalazione di Ca2+ è ben documentato, è 

stato ipotizzato che anche i canali del calcio voltaggio dipendenti (VGCC) medino 

l’ingresso di Ca2+ nei linfociti T. 

 

1.2 Canali del calcio voltaggio dipendenti (VGCC) 

I canali del calcio voltaggio dipendenti (VGCC) nelle cellule eccitabili sono 

responsabili della trasduzione di un segnale elettrico in un segnale chimico. In 

numerosi studi (Badou et al., 2006; Cabral et al., 2009; Omilusik et al., 2011; Wang 

et al., 2016) è stato proposto che i VGCC potrebbero avere un ruolo nell’ingresso 

di Ca2+ nei linfociti T. Chiarire se i VGCC regolano i linfociti T e, quindi, la risposta 

immunitaria, è molto importante, in quanto questi canali sono inibiti dai calcio-

antagonisti, farmaci largamente utilizzati per la cura di malattie cardiocircolatorie.  

 

1.2.1 Struttura dei VGCC 

I VGCC sono canali 

multisubunità costituiti dalla 

subunità α1, che forma il 

poro, e dalle subunità 

accessorie β, α2δ e γ (Figura 

1). 

La subunità α1 è formata da 

quattro domini ripetuti (I-

IV), ognuno costituito da sei 

segmenti transmembrana 

(S1-S6). I segmenti S5 e S6 

sono collegati tra loro da 

un’ansa, detta P-loop, che si 

ripiega all’interno della membrana, che determina la selettività per Ca2+. Infatti, in 

tutti i VGCC, ognuno dei P-loop presenta due residui di glutammato, che sono 

assenti nei canali voltaggio dipendenti permeabili a sodio e potassio, e che 

costituiscono il sito di legame per Ca2+. P-loop, S5 e S6 formano le pareti del poro. 

La voltaggio dipendenza dei VGCC dipende dal segmento S4. I quattro segmenti 

S4 formanti α1, poiché molto ricchi di residui amminoacidici carichi positivamente, 

in seguito alla depolarizzazione della membrana si muoveranno verso l’esterno, 

Figura 1: struttura secondaria dei canali del calcio voltaggio 
dipendenti. In verde sono evidenziati segmento S5, S6 e P-loop, che 
formano le pareti del poro, mentre in giallo è evidenziato il segmento 
S4, sensore del potenziale. 
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inducendo una variazione conformazionale del canale nella sua interezza, che 

passerà dallo stato chiuso allo stato aperto. 

L’espressione della sola subunità α1 produce canali per Ca2+ funzionali, ma 

caratterizzati da un basso livello di espressione e da cinetica e voltaggio dipendenza 

anomale. Questo dimostra il ruolo fondamentale svolto delle subunità accessorie 

nel determinare le proprietà biofisiche del canale. Particolarmente importante è la 

subunità β (Cavβ), la cui co-espressione con la subunità α1 è sufficiente per 

ripristinare livello di espressione e proprietà di gating normali (Catterall, 2011). 

Cavβ è una subunità accessoria citosolica dei VGCC. Ne esistono quattro 

sottofamiglie (Cavβ1-Cavβ4), ognuna codificata da un gene distinto che può avere 

diverse varianti di splicing. Cavβ si lega alla subunità α1 in corrispondenza del 

dominio AID, localizzato nel loop intracellulare che collega i domini I e II. 

La prima funzione svolta da Cavβ è quella di aumentare l’espressione di α1 sulla 

membrana plasmatica. Sono stati proposti due modelli per spiegare questo 

fenomeno: secondo la prima ipotesi, Cavβ rimuove o nasconde dei segnali di 

ritenzione nel RE di α1, mentre la seconda ipotesi afferma che Cavβ previene 

l’ubiquitinazione, e quindi la degradazione mediata dal proteasoma, di α1. 

Un’altra fondamentale funzione svolta da Cavβ è la regolazione delle proprietà di 

gating dei VGCC. In particolare, tutte le subunità Cavβ, fatta eccezione per Cavβ2A, 

promuovono sia l’attivazione voltaggio-dipendente, che avverrà quindi ai 

potenziali più negativi, sia l’inattivazione voltaggio-dipendente, che avverrà quindi 

anch’essa a valori di potenziali più negativi. Conseguentemente, le cinetiche di 

attivazione e inattivazione sono più rapide. La subunità Cavβ2A, invece, ha l’effetto 

contrario (Buraei, Yang, 2009). 

 

1.2.2 Classificazione in famiglie dei VGCC 

Sulla base della sequenza, soprattutto della subunità α1, i VGCC sono suddivisibili 

in tre famiglie, i cui membri hanno cinetiche e proprietà farmacologiche distinte.  

La prima famiglia è costituita dai CaV1, o canali di tipo L. Sono canali HVA (High 

Voltage Activated): hanno una soglia di attivazione pari a -40 mV, e sono 

caratterizzati da cinetiche di attivazione e inattivazione lente. Una peculiarità dei 

canali di tipo L è che possono essere inattivati anche dal legame con Ca2+ in 

corrispondenza di siti di legame nel dominio intracellulare. La famiglia Cav1 conta 

4 membri, denominati Cav1.1, Cav1.2, Cav1.3 e Cav1.4. 

La seconda famiglia è costituita dai Cav2. Sono anch’essi HVA, ma hanno una 

cinetica di attivazione e inattivazione leggermente più rapida rispetto a CaV1. La 

famiglia Cav2 conta tre membri, denominati Cav2.1, Cav2.2 e Cav2.3. 

La terza famiglia è quella dei Cav3, o canali di tipo T. Sono canali LVA (Low 

Voltage Activated), e hanno una soglia di attivazione molto più bassa rispetto agli 

HVA, pari a -70 mV (Catterall, 2011). La famiglia Cav3 conta tre membri, 

denominati Cav3.1, Cav3.2 e Cav3.3. 
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1.2.3 Ruolo dei VGCC nei linfociti T 

Esperimenti di RNA-seq hanno mostrato livelli di espressione dei geni codificanti 

la subunità α1 dei canali L nei linfociti T comparabili a quelli delle cellule eccitabili. 

In particolare, α1 di Cav1.1 è espressa nei T CD4+ naïve e nei T CD8+ effettori; α1 

di Cav1.2 è espressa nei linfociti TH2, sottopopolazione dei linfociti T helper CD4+, 

analogamente a α1 di Cav1.3; infine, α1 di Cav1.4 è espressa nei linfociti T CD4+ e 

CD8+ naïve (Badou et al., 2013). 

Inoltre, esperimenti di RT-PCR hanno evidenziato l’espressione anche della 

subunità α1 di Cav3.1, benché inferiore rispetto che nelle cellule eccitabili (Wang et 

al., 2016). 

Topi privi dei VGCC presentano fenotipi legati al funzionamento alterato del 

sistema immunitario. In particolare, topi nei quali è mutato il gene codificante la 

subunità α1 di Cav1.4 mostrano una riduzione di timociti maturi e di linfociti T CD4+ 

e CD8+ periferici. La riduzione nel numero di linfociti CD8+ periferici si manifesta 

anche facendo il knock-out (KO) di Cavβ3, correlato pure a una diminuzione nel 

numero di Cav1.3, a un aumento dell’apoptosi dei linfociti T naïve e a una riduzione 

nell’attivazione di NFAT e nella produzione di citochine. Fenotipi analoghi si 

ottengono con il KO di Cavβ4, che causa una riduzione nell’espressione non di 

Cav1.3, ma di Cav1.4 (Badou et al., 2013). 

Inoltre, il KO di Cavβ2 causa una riduzione nell’espressione di Cav1.2 e Cav1.3, 

nonché uno sviluppo alterato dei linfociti T e una loro diminuzione in periferia 

(Badou et al., 2013). 

Infine, il KO del gene codificante la subunità α1 di Cav3.1 causa una riduzione delle 

correnti T con conseguente riduzione di [Ca2+]I, e una riduzione della traslocazione 

di NFAT al nucleo, correlata a una diminuzione della trascrizione in vitro e in vivo 

di GM-CSF, citochina che promuove il differenziamento delle cellule staminali in 

granulociti e monociti, e delle citochine specifiche del profilo TH17 e in vivo anche 

delle citochine specifiche del profilo TH1 (Wang et al., 2016). TH17 e TH1 sono due 

dei possibili profili funzionali in cui possono differenziarsi i linfociti T Helper 

CD4+. 

Queste evidenze dimostrano che i VGCC ricoprono un ruolo nell’attivazione e nel 

funzionamento dei linfociti T, ma non ne chiariscono le modalità.  

In primo luogo, non è chiaro se i fenotipi legati al KO delle subunità β siano dovuti 

alla down-regolazione dell’espressione di Cav1.2, Cav1.3 e Cav1.4 o a una 

inibizione delle funzioni delle subunità β stesse indipendenti dalla regolazione dei 

VGCC. Per esempio, è stato dimostrato che nel muscolo scheletrico Cavβ1 durante 

lo sviluppo embrionale si localizza nel nucleo, dove funge da fattore di trascrizione 

e regola la miogenesi del muscolo scheletrico. 
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Inoltre, è dubbio quale sia il fattore che induce l’apertura dei VGCC. In particolare, 

non è chiaro se si attivino in seguito alla depolarizzazione della membrana o a 

stimolazione del TCR. Probabilmente, l’attivazione non dipende dalla 

depolarizzazione della membrana, in quanto i linfociti T si muovono attraverso vasi 

linfatici e vasi sanguinei, e quindi entrano in contatto con ambienti caratterizzati da 

concentrazioni ioniche molto diverse, che potrebbero indurre variazioni del 

potenziale di membrana. Se queste fossero sufficienti a attivare un influsso di Ca2+ 

attraverso i VGCC, si potrebbe verificare un’attivazione dei linfociti T in assenza 

di stimolazione antigenica.  
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2. MATERIALI E METODI 

2.1 Trasduzione degli shRNA 

Questa tecnica è stata utilizzata per effettuare il KO di geni di interesse in due 

occasioni. Nel primo caso caso è stato effettuato il KO di 223 canali ionici e 

trasportatori (ICT) per identificare geni coinvolti nella regolazione di proliferazione 

e apoptosi dei linfociti T CD4+. Nel secondo caso, è stato effettuato il KO di Cacnb1 

usando shCacnb1 per valutare il fenotipo di linfociti T CD4+ mutanti per questo 

gene, in modo tale da determinarne più nel dettaglio la funzione.  

 

2.1.1 shRNA 

Gli short hairpin RNA (shRNA) sono brevi 

RNA la cui struttura secondaria è caratterizzata 

da una porzione a doppio filamento detta stem 

formata in seguito all’ibridazione di due 

sequenze complementari tra loro, lunghe tra le 

19 e le 22 basi, collegate da una sequenza di 4-

11 nucleotidi che forma un loop (Figura 2). Se 

disegnati in modo tale che presentino una 

regione complementare a un gene di interesse 

che si vuole silenziare, gli shRNA possono essere utilizzati per effettuare RNA 

interference (RNAi). Infatti, all’interno della cellula, gli shRNA sono riconosciuti 

dalla nucleasi Dicer, che li digerisce portando alla formazione di siRNA (small 

interfering RNA), ovvero RNA a doppia elica perfettamente complementari al 

trascritto del gene da silenziare. I siRNA si combinano con molecole proteiche per 

formare il complesso RISC (RNA-induced silencing complex), che si lega alle 

molecole di mRNA complementari a siRNA. Il legame può causare o la 

degradazione dell’mRNA target o l’inibizione della sua traduzione (Moore et al., 

2010). 

 

 

Figura 2: struttura secondaria di un 

shRNA, caratterizzata da una regione a 

doppio filamento, detta stem, e da un loop. 
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2.1.2 Trasduzione 

Gli shRNA sono in grado di 

integrarsi nel genoma della 

cellula trasfettata, e possono 

quindi essere utilizzati per 

ottenere linee cellulari che 

effettuano stabilmente RNAi. 

Questo è molto importante, in 

quanto per studiare gli effetti del 

KO di una proteina 

sull’espansione clonale dei 

linfociti T, è necessario che tutte 

le cellule figlie ereditino lo 

shRNA. 

La tecnica utilizzata per ottenere 

cellule trasfettate stabilmente è la 

trasduzione, che sfrutta l’uso di 

particelle retrovirali. L’shRNA 

viene clonato all’interno di un 

vettore virale (Figura 3) dotato di 

una cassetta caratterizzata dalle 

sequenze LTR, localizzate alle 

due estremità dell’shRNA e necessarie per l’integrazione dell’shRNA nel genoma 

dell’ospite, e dalla sequenza Ψ, segnale di packaging per i retrovirus che media 

l’ingresso del vettore nella particella virale. In questo caso, è stata usata una 

particella virale pseudotipizzata, sul cui envelope sono quindi presenti anti-recettori 

di virus diversi per aumentare il tropismo. 

La sintesi delle particelli virali con vettore integrato avviene in linee cellulari 

specializzate, come la linea Plat-E, che hanno integrato nel loro genoma geni 

codificanti le proteine retrovirali gag, polimerasi ed env.  

Una volta integrati nel DNA della cellula target, gli shRNA saranno trascritti a 

partire dalla sequenza LTR localizzata in 3’, e medieranno RNAi sia nella cellula 

trasfettata sia nelle cellule figlie (Moore et al., 2010).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: sequenza del vettore virale pLMPd usato per il 
clonaggio degli shRNA. Nella cassetta di clonaggio sono 

presenti numerose componenti funzionali all’integrazione degli 
shRNA: due sequenze LTR, necessarie per l’integrazione 
nell’ospite, MESV Ψ, sequenza di packaging, la sequenza della 
proteina gag priva del codone di inizio, e miR-30a, sequenza di 
scaffold che aumenta l’efficacia di integrazione. È inoltre 
presente un gene codificante Ametrina, proteina fluorescente, 
espresso a partire dal promotore ubiquitario PGK. 
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2.2 Patch clamp 

Il patch clamp è una tecnica che permette di valutare la presenza di corrente di uno 

o più ioni a un valore di potenziale di membrana (Vm) scelto dall’operatore. In 

questo caso, è stata investigata la presenza di correnti di Ca2+ attraverso i VGCC 

previa depolarizzazione della membrana plasmatica dei linfociti T.  

 

2.2.1 Configurazione cell-attached 

È la configurazione base del patch clamp. Si appoggia sulla membrana della cellula 

una micro-pipetta di vetro contenente una soluzione elettrolitica collegata a un 

micro-elettrodo. Si applica quindi una moderata suzione per formare un sigillo ad 

altissima resistenza (>1 GΩ), che permette di isolare una piccola porzione di 

membrana plasmatica, definita patch, dal resto della membrana. In questo modo, 

tutti gli ioni che fluiranno attraverso i canali localizzati nel patch dovranno passare 

attraverso il micro-elettrodo. Questo, insieme a un altro elettrodo di riferimento 

posizionato in un bagno che mima l’ambiente extracellulare, è collegato a un micro-

voltmetro, che misura Vm del patch. Questo valore è confrontato da un amplificatore 

con il valore Vm impostato dall’operatore. Se i due valori differiscono, una corrente 

compensatoria di intensità nota viene iniettata nella cellula affinché Vm torni ad 

essere pari a quello impostato dall’operatore. In questo modo, si può determinare la 

corrente attraverso i canali del patch. Infatti, poiché era stata questa a causare il 

discostamento di Vm dal potenziale settato, avrà la stessa intensità ma verso opposto 

rispetto a quella compensatoria (Purves et al., 2004). 

Sulla base delle esigenze, si possono apportare delle variazioni alla configurazione 

cell-attached. In particolare, nell’articolo in esame sono state utilizzate le 

configurazioni whole-cell e perforated patch. 

 

2.2.2 Configurazione whole-cell 

Nella configurazione whole-cell, dopo la formazione del cell-attached, si applica 

temporaneamente una suzione talmente forte da strappare il lembo di membrana 

che separa l’ambiente intracellulare dalla soluzione nella micro-pipetta, che sarà 

quindi in continuità con il citosol. In questo modo, è possibile misurare le correnti 

dell’intera cellula. Questa configurazione è stata utilizzata per determinare la 

sensibilità delle tecniche di rilevazione delle correnti: è stata misurata la corrente 

sia attraverso Cav1.2 trasfettati in cellule HEK293, sia attraverso i VGCC 

normalmente espressi dalle cellule PC12. Questi esperimenti di controllo sono stati 

importanti per confermare che l’assenza di correnti di Ca2+ attraverso VGCC nei 

linfociti T previa polarizzazione è dovuta a fattori non sperimentali ma biologici 

(Purves et al., 2004). 
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2.2.3 Configurazione perforated-cell 

Nella configurazione perforated patch, invece, si aggiungono alla soluzione 

contenuta nella micro-pipetta delle molecole, come la nistatina, che mediano la 

formazione di pori nella membrana plasmatica. Anche in questo caso, quindi, la 

soluzione nella micro-pipetta sarà in continuità con la citosolica. Questa tecnica è 

stata utilizzata per valutare le correnti di Ca2+ attraverso i VGCC nei linfociti T, in 

quanto è più precisa. Infatti, evidenze sperimentali hanno dimostrato che quando il 

contatto tra membrana e il citosol è disturbato, come nel caso della configurazione 

whole-cell, si verifica una diminuzione della corrente inward (verso il citosol) di 

Ca2+. 

 

2.3 Determinazione di [Ca2+]I 

Sono stati usati gli indicatori raziometrici Indo-1,AM e Fura-2,AM 

 

2.3.1 Indo-1,AM 

L’indicatore Indo-1,AM è stato utilizzato durante gli esperimenti di patch clamp; 

questo ha permesso di usare due metodi indipendenti per misurare segnali di Ca2+ 

indotti dalla depolarizzazione, in quanto sono state misurate contemporaneamente 

sia correnti di Ca2+, sia variazioni di [Ca2+]I.  

Indo-1,AM è un estere acetossimetilico in grado di permeare attraverso la 

membrana plasmatica. Una volta all’interno della cellula, esterasi endogene 

rimuovono il gruppo acetossimetilico producendo Indo-1. Quest’ultimo è un acido 

carbossilico impermeabile alla membrana e in grado di legare Ca2+. Il legame di 

Ca2+ in seguito all’idrolisi mediata da esterasi sposta il picco di assorbimento del 

composto da 475 a 410 nm. L’assorbanza a 410 nm è direttamente proporzionale a 

[Ca2+]I. 

 

2.3.2 Fura-2,AM 

L’indicatore Fura-2,AM è stato usato sia per valutare il ruolo di Cacnb1 

nell’ingresso di Ca2+ nei linfociti T, sia per valutare la funzionalità dei VGCC nei 

linfociti T. In particolare, nel primo caso sono state monitorate con Fura-2 

variazioni di [Ca2+]I in linfociti T trasdotti con shCacnb1 previa stimolazione del 

TCR; nel secondo caso, invece, è stato usato per valutare variazioni di [Ca2+]I 

indotte da VGCC in seguito a depolarizzazione mediante aumento della 

concentrazione di potassio extracellulare.  

Fura-2,AM è un estere acetossimetilico in grado di permeare attraverso la 

membrana plasmatica. Come nel caso di Indo-1,AM, una volta che Fura-2,AM è 

entrato nella cellula, un’esterasi endogena rimuove il gruppo acetossimetilico 

producendo Fura-2, che è impermeabile alla membrana e che lega Ca2+ a alta 

affinità. [Ca2+]I è direttamente proporzionale al rapporto tra l’assorbanza a 340 nm, 

lunghezza d’onda per la quale Fura-2 legante Ca2+ ha un picco di assorbimento, e 
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l’assorbanza a 380 nm, lunghezza d’onda per la quale Fura-2 non legante Ca2+ ha 

un picco di assorbimento. 

 

2.4 RNA-seq 

Questa tecnica è stata utilizzata sia per quantificare l’espressione delle subunità α1 

e β dei VGCC nei linfociti T di uomo e di topo e, successivamente, per identificare 

le isoforme di splicing dei trascritti codificanti α1. 

L’RNA-seq consiste in un sequenziamento randomico usando tecniche di Next 

Generation Sequencing (NGS) di frammenti di cDNA ottenuti mediante shearing e 

retro-trascrizione dell’mRNA estratto da una popolazione cellulare di interesse.  

È una tecnica sia qualitativa sia quantitativa, in quanto permette di determinare sia 

la presenza e la struttura di trascritti di un gene interesse, sia la loro abbondanza 

relativa e, quindi, il livello di espressione del gene. 

 

2.4.1 Sequenziamento Illumina 

Gli esperimenti di RNA-seq usati in questo studio sono stati effettuati usando il 

metodo Illumina, basato sul sequencing by synthesis. Questa tecnica richiede 

innanzitutto la ligazione di due tipi di adattatori, aventi sequenza diversa, alle 

estremità dei frammenti di cDNA precedentemente generati. Le molecole così 

ottenute vengono denaturate e ibridate a una flow cell alla quale sono ancorati 

oligonucleotidi complementari agli adattatori. Questi oligonucleotidi fungeranno da 

primer per la bridge PCR, reazione di amplificazione che permette la formazione 

sulla flow cell di cluster di cloni, ognuno originato da una molecola di DNA 

originariamente ibridatasi. Si procede quindi con il sequencing by synthesis in 

parallelo dei singoli cloni. Si denaturano gli ampliconi e si rimuovono attraverso 

lavaggi le eliche reverse. Il sequenziamento coincide con la sintesi del filamento 

complementare alle eliche forward ancora ibridate alla flow cell. In particolare, per 

la sintesi si utilizzeranno dei terminatori reversibili, ovvero nucleotidi marcati con 

fluorofori diversi che presentano un gruppo bloccante al 3’. Quindi, sulla base della 

fluorescenza emessa da ogni cluster di cloni, che dipende dal nucleotide incorporato 

in una determinata posizione, è possibile determinare la base presente nella 

medesima posizione nel filamento complementare. Per determinare la base nella 

posizione successiva, sarà sufficiente rimuovere il fluoroforo e il gruppo bloccante 

del nucleotide appena incorporato e reiterare il processo. 
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2.4.2 Analisi dei dati 

Le migliaia di sequenze ottenute, dette reads, sono state allineate sui genomi di 

riferimento (uomo o topo in base alla provenienza del campione) per ottenere dei 

profili di coverage. I dati sono poi stati normalizzati con la tecnica RPKM (Reads 

per kilobase per million mapped reads), che permette di quantificare il livello di 

espressione di geni di interesse determinando quante reads mappano su di essi.  

RPKM = (
reads totali per un campione

106
) (

reads per gene

lunghezza del gene in chilobasi
) 

In questo modo, è stato possibile anche determinare i livelli di espressione dei 

diversi esoni dei trascritti di interesse, e quindi identificare le isoforme di splicing 

più rappresentate.  

Oltre a RPKM, è stato usato anche il metodo di normalizzazione TPM (Transcript 

per Millions), che permette di determinare quante reads su 1 milione provengono 

da un gene di interesse. log2(TPM) è stato usato sia per confrontare i livelli di 

espressione delle subunità formanti VGCC tra linfociti T e cellule eccitabili, sia per 

definire la soglia oltre la quale analizzare gli splicing alternativi dei trascritti 

codificanti le subunità α1 di VGCC. In particolare, la soglia scelta è stata 

log2(TPM) > 1, e quindi TPM > 2. 
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3. RISULTATI 

Lo scopo dell’articolo in esame è analizzare il ruolo dei VGCC, e più in particolare 

di Cavβ1, nel funzionamento dei linfociti T. 

 

3.1 Cacnb1 regola positivamente la sopravvivenza dei linfociti T 

Il gene Cacnb1, che codifica la proteina Cavβ1, è stato identificato come possibile 

regolatore della proliferazione e dell’apoptosi dei linfociti T attraverso il seguente 

esperimento (Figura 4).  

È stata creata una libreria di 1342 

shRNA contro 223 canali ionici e 

trasportatori (ICT) che studi 

bioinformatici avevano dimostrato 

essere espressi più del doppio in 

cellule immunitarie di uomo e topo 

rispetto a cellule non immunitarie (i 

dati raccolti sono riportati nella figura 

1B del supplemento all’articolo in 

appendice). Sono state prodotte 

particelle virali contenenti ognuna un 

vettore virale nel quale era stata 

clonata la sequenza per uno dei 1342 

shRNA. Le particelle virali sono state 

utilizzate per trasfettare dei linfociti T 

CD4+ CD45.1+ isolati da un topo 

SMARTA1. In particolare, i linfociti 

T CD4+ CD45.1+ sono stati messi in 

coltura con le particelle virali usando 

una Multeplicity of Infection (MOI, definito dal rapporto tra il numero di particelle 

virali usate e il numero di linfociti T CD4+ CD45.1+ usati) pari a 0,3; questo valore 

statisticamente massimizza la probabilità che la maggior parte delle cellule infettate 

integri nel suo genoma un unico shRNA. Quindi, nel genoma di ognuno dei linfociti 

T trasfettati con successo si integrerà un unico shRNA.  

I linfociti T così ottenuti sono stati trapiantati in un topo accettore CD45.2+, che è 

stato successivamente iniettato con il ceppo Armstrond di Lymphocytic 

choriomeningitis mammarenavirus (LCMVARM).  

 

 

 

                                                
1 Ceppo di topi i cui linfociti T esprimono esclusivamente il TCR specifico per l’epitopo GP61-80 di 

LCMV. 

Figura 4: workflow dell’esperimento. La libreria di 
shRNA è stata trasdotta in linfociti T CD4+ CD45.1+ di 
un topo SMARTA. I linfociti T così ottenuti sono stati 
trapiantati in un topo CD45.2+ WT, che è stato poi 
infettato con LCMV. Infine, i linfociti T CD4+ CD45.1+ 
sono stati isolati e analizzati per valutare arricchimento e 
deplezione di shRNA. Figura 1A dell’articolo in 

appendice. 
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7 giorni dopo, è stato estratto il DNA genomico dei linfociti T CD4+ CD45.1+ del 

topo, e è stato sottoposto a PCR usando primer che amplificassero gli shRNA e che 

ligassero adattatori Illumina agli ampliconi. Gli ampliconi sono successivamente 

stati sequenziati usando il metodo Illumina, e i risultati sono stati analizzati 

applicando il Model-based Analysis of Genome-wide CRISPR-Cas9 Knockout 

(MAGeCK), algoritmo che permette di valutare deplezione e arricchimento degli 

shRNA. Se un shRNA risulta arricchito significa che il suo target è l’mRNA di un 

ICT che regola negativamente la sopravvivenza e la proliferazione dei linfociti T. 

L’shRNA in questione, quindi, risulterà arricchito perché i linfociti T che lo hanno 

integrato avranno tassi di sopravvivenza e proliferazione maggiore. Al contrario, se 

un shRNA risulta impoverito, significa che il suo target è l’mRNA di un ICT che 

regola positivamente la sopravvivenza e la proliferazione dei linfociti T; è questo il 

caso dell’shRNA contro Cacnb1, che risulta impoverito (Figura 5). 

 

 

 

L’importanza di Cacnb1 è ulteriormente dimostrata da esperimenti di RNA-seq, 

che mostrano come la quantità del trascritto di Cacnb1 sia elevata sia prima sia 

dopo la stimolazione del TCR. 

Per comprendere in modo più dettagliato le funzioni di Cacnb1 ne è stato fatto il 

knock-out (KO) in linfociti T di topo, sia attraverso il sistema CRISPR/Cas9, sia 

usando shRNA. In quest’ultimo caso, il TCR dei linfociti T trasfettati è stato 

stimolato in vitro usando anticorpi anti-CD3/anti-CD28. Esperimenti di 

citofluorimetria usando rispettivamente CSFE2 e annessina V coniugata a un 

fluoroforo3 hanno mostrato che la proliferazione rimane invariata, ma l’apoptosi 

aumenta significativamente (Figura 6). 

                                                
2 CSFE è un colorante fluorescente che si incorpora stabilmente nei linfociti T, e che viene usato per 

monitorarne la proliferazione. L’intensità della fluorescenza emessa aumenta a ogni divisione 

cellulare. 
3 Annessina V è una proteina in grado di legarsi alla fosfatidilserina quando questa è esposta sul 

foglietto esterno della membrana plasmatica, e permette quindi di visualizzare le cellule in apoptosi. 

Figura 5: risultati dello screening degli shRNA mediante NGS. Per valutare l’arricchimento o la 

deplezione degli shRNA è stato utilizzato il 𝑙𝑜𝑔2 𝐹𝐶, dove FC è dato dal rapporto tra la quantità di shRNA 

dopo 7 giorni dall’infezione e quella prima del trapianto. Se per un certo shRNA 𝑙𝑜𝑔2 𝐹𝐶 > 0, significa 

che c’è stato un arricchimento, mentre se 𝑙𝑜𝑔2 𝐹𝐶 < 0 significa che c’è stata una deplezione, come nel 
caso di 3/5 shRNA contro Cacnb1, indicati in blu. In rosso sono invece indicati i controlli positivi effettuati 
con shRNA contro geni che regolano con modalità note il ciclo dei linfociti T. Figura 1D del supplemento 

all’articolo in appendice. 
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In un secondo esperimento, sono stati iniettati in topo, in un rapporto 1:1, linfociti 

T CD4+ trasfettati con due shRNA contro Cacnb1 e ametrina, e linfociti T CD4+ 

trasfettati con shRNA di controllo e GFP. Il topo è stato infettato con LCMVARM e, 

7 giorni dopo, è stato valutato con citofluorimetria il rapporto tra la fluorescenza 

emessa dall’ametrina e la fluorescenza emessa dalla GFP. Poiché questo diminuisce 

significativamente (Figura 7), se ne deduce che il KO di Cacnb1 nei linfociti T di 

topo, oltre a un aumento dell’apoptosi, induce in vivo anche una diminuzione della 

proliferazione dei linfociti T in seguito all’infezione da parte di LCMVARM. 

Figura 6: in vitro il KO di Cacnb1 causa un aumento dell’apoptosi dei linfociti T CD4+. Nel pannello 
(A) è riportato un box plot che mostra come la percentuale di linfociti T CD4+ che sono andati incontro 
a divisione cellulare rimanga invariata quando questi sono trasfettati con shRNA contro Cacnb1 rispetto 

a una condizione di controllo, in quanto in vitro Cacnb1 non incide sulla proliferazione. L’istogramma 
riportato nel pannello (B), invece, mostra come la percentuale di linfociti T CD4+ positivi all’annessina 
V sia molto maggiore quando questi sono trasfettati con gli shRNA contro Cacnb1, in quanto in vitro 
Cacnb1 incide sull’apoptosi. Le percentuali di linfociti T positivi all’ennessina-V sono riportate anche 
nel boxplot del pannello (C). Figure 2D, E del supplemento all’articolo in appendice.  

A) B) C) 

Figura 7: il KO di Cacnb1 diminuisce la proliferazione dei linfociti T di topo dopo l’infezione da 
parte di LCMVARM. Nel pannello (A) sono riportati i contour plot che mostrano la variazione della 
proporzione tra linfociti T CD4+ che esprimono ametrina e linfociti T CD4+ che esprimono GFP 7 giorni 
dopo l’infezione con LCMVARM. La proporzione rimane invariata nella condizione di controllo, quando 
sia i T CD4+ che esprimono ametrina, sia i CD4+ che esprimono GFP sono trasfettati con un shRNA di 

controllo, mentre cambia notevolmente quando i T CD4+ che esprimono ametrina sono trasfettati con 
shRNA contro Cacnb1. La proporzione di questi ultimi, infatti, diminuisce significativamente dopo 7 
giorni, poiché in vivo Cacnb1 incide sulla proliferazione. Nel pannello (B) è riportato un boxplot che 
mostra come il giorno 0, prima del trapianto in topo, il rapporto tra linfociti T CD4+ che esprimono 
ametrina e linfociti T CD4+ che esprimono GFP è pari a 1. 7 giorni dopo, invece, nella condizione di 
controllo il rapporto è circa 1, mentre è molto minore di 1 nel caso in cui i linfociti T che esprimono 
l’ametrina esprimano anche shRNA contro Cacnb1. Figura 2F del supplemento all’articolo in 
appendice. 

A) 

 
(A)

B) 

 
(A)
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3.2 Cacnb1 è ininfluente all’ingresso di Ca2+ e alla produzione di citochine 

Dopo aver comprovato il coinvolgimento di Cacnb1 nell’apoptosi e, nel caso di 

infezioni da LCMVARM, nella proliferazione dei linfociti T è stato investigato il suo 

ruolo nell’ingresso di Ca2+ in seguito alla stimolazione del TCR mediante cross-

linking di CD3. Si è visto che in linfociti T che hanno integrato nel loro genoma 

shCacnb1 l’influsso di Ca2+ rimane invariato, così come la produzione delle 

citochine regolate da Ca2+ IL-2, TNF e IFN-γ (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Cacnb1 non influisce sull’ingresso di Ca2+ e sulla produzione di citochine. 
Linfociti T CD4+ sono stati trasfettati o con un shRNA di controllo (shCtrl), o con un shRNA 

contro Cacnb1 (shCacnb1) o con un shRNA contro Stim1 (shStim1). Nel pannello (A) è mostrato 
l’andamento di [Ca2+]I, misurata usando Fura-2, sia dopo stimolazione del TCR, sia dopo 
trattamento con ionomicina, ionoforo che induce un aumento di [Ca2+]I. L’andamento di [Ca2+]I 
è pressoché lo stesso nel caso di linfociti T trasfettate con shCtrl e shCacnb1, a riprova del fatto 
che Cacnb1 non contribuisce all’influsso di Ca2+. Nel caso di linfociti T trasfettati con shStim1, 
invece, la concentrazione di Ca2+ è sensibilmente minore rispetto alla condizione di controllo.  
Nel pannello (B) è riportato il box plot che quantifica l’area sotto le curve riportate nel pannello 
(A). Nel pannello (C) sono riportati i contour plot relativi alla produzione di TNF, IL-2 e IFN-γ 

da parte dei linfociti T. Rispetto alla situazione di controllo, la produzione di citochine da parte 
dei linfociti T trasfettati con shCacnb1 è invariata, mentre la produzione da parte dei linfociti T 
trasfettati con shStim1 è molto minore. Risultati analoghi sono deducibili dal box plot riportato 
nel pannello (D), che quantifica la produzione di IL-2, TNF e IFN-γ da parte dei linfociti T 

trasfettati con shCtrl, shCacnb1 e shStim1. Figura 3 del supplemento all’articolo in appendice. 

B)

 

A)

 

C)

 

D)
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3.3 I VGCC non mediano correnti di Ca2+ in seguito a depolarizzazione nei 

linfociti T 

Il fatto che Cacnb1, nonostante sia funzionale nei linfociti T, non sia coinvolto 

nell’ingresso di Ca2+ in seguito alla stimolazione del TCR solleva la necessità di 

indagare più approfonditamente la funzione dei VGCC nei linfociti T. 

A questo scopo, poiché l’apertura dei VGCC in cellule eccitabili è dovuta a  

variazioni di Vm, è stato svolto un gruppo di esperimenti in cui sono state valutate 

le variazioni di [Ca2+]I in seguito a depolarizzazione della membrana dei linfociti T 

in varie condizioni.  

In un primo esperimento è stato dimostrato che la semplice depolarizzazione non 

induce correnti di Ca2+ attraverso VGCC. Questo è stato dimostrato sia 

depolarizzando la membrana aumentando la concentrazione di K+ extracellulare e 

misurando [Ca2+]I con l’indicatore Fura-2, sia usando la tecnica del patch clamp per 

depolarizzare la membrana e misurare la corrente attraverso i canali VGCC, 

calcolando contestualmente variazioni di [Ca2+]I usando Indo-1,AM (Figura 9). 

Risultati analoghi si ottengono coniugando alla depolarizzazione in un caso la 

stimolazione del TCR, che a potenziali fisiologici induce un influsso di Ca2+, e in 

un altro l’utilizzo di agonisti di PKA e PKC (rispettivamente 8-bromoadesina 3’,5’-

monofosfato ciclico a concentrazione 1mM e forbolo 12-miristato 13-acetato a 

concentrazione 200 nM), che nelle cellule eccitabili regolano positivamente 

l’attività dei Cav di tipo L fosforilando α1.  

Per escludere la possibilità che correnti di Ca2+ attraverso i VGCC in seguito a 

depolarizzazione e stimolazione del TCR non siano rilevate solo perché mascherate 

da SOCE, esperimenti analoghi a quelli descritti sono stati svolti sia in cellule con 

una mutazione loss of function per ORAI1, sia in cellule con mutazione null per 

STIM. Anche in questo caso, non sono state rilevate correnti di Ca2+. 

Figura 9: La depolarizzazione non induce correnti di Ca2+. Nel pannello (A) è illustrato il protocollo di 
depolarizzazione usato: Vm , partendo da un potenziale di holding di -80 mV, è stato aumentato a step in 
incrementi da 12 mV da -60 a +60 mV. Nel pannello (B) è stata riportata la traccia della corrente misurata, che 
è nulla. Gli stessi risultati sono rappresentati nel pannello (C), dove è riportato il grafico che correla la corrente 
al potenziale. Nel pannello (D) è riportata [Ca2+]I misurata usando Indo-1,AM. Si vede che [Ca2+]I non varia al 
variare di Vm. Figura 4C, E dell’articolo in appendice. 
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Complessivamente, questi esperimenti mostrano che nei linfociti T i VGCC non 

mediano correnti di Ca2+ in modo voltaggio dipendente. 

 

3.4 Nei linfociti T le subunità α1 espresse sono tronche all’N-terminale 

Poiché la proteina Cavβ1 è stata dimostrata essere coinvolta nel funzionamento dei 

linfociti T e sembra quindi essere funzionale, è possibile che il non funzionamento 

dei VGCC sia ascrivibile a anomalie nella subunità α1. Per testare quest’ipotesi, è 

stato sequenziato con la tecnica dell’RNA-seq il trascrittoma dei linfociti T sia in 

condizioni normali sia in seguito alla stimolazione del TCR. L’esperimento ha 

dimostrato che solo Cacna1a (Cav2.1), Cacna1i (Cav3.3) e Cacna1h (Cav3.2) nei 

linfociti T di topo, e CACNA1I (Cav3.3) CACNA1H (Cav3.2) e CACNA1F (Cav1.4) 

nei linfociti T di uomo sono espressi con log2 TPM > 1, ovvero producono più di 

due reads in un esperimento di sequenziamento. Tuttavia, tutti questi trascritti sono 

tronchi e privi degli esoni al 5’. In particolare, sono individuabili solo gli esoni 12-

37 nel caso di CACNA1I, gli esoni 13-35 nel caso di CACNA1H e gli esoni 34-49 

nel caso di Cacna1a (Figura 10). Conseguentemente, anche le proteine che 

codificano sono tronche (mancano della porzione N-terminale), e quindi molto 

probabilmente non sono funzionali.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: mRNA maturi delle subunità α1 dei VGCC nei linfociti T. in ognuno dei grafici è riportato, 
dall’alto al basso: la localizzazione delle reads sul genoma di riferimento (uomo nel caso di CACNA1I e 
CACNA1H e topo nel caso di Cacna1a), il profilo di coverage del gene nei linfociti T CD4+ e nel cervello 
espresso in RPKM e le isoforme di splicing nei linfociti T e nel cervello. È evidente come gli mRNA nei 
linfociti T siano privi di numerosi esoni al 5’, probabilmente perché vengono usati siti di inizio della 

trascrizione (TSS) alternativi. Figur 7D, F, H dell’articolo in appendice. 
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4. DISCUSSIONE 

Nell’articolo in esame è stato dimostrato che Cavβ1 regola in topo apoptosi e 

proliferazione clonale dei linfociti T dopo infezione da LCMVARM. Questa funzione 

è indipendente dal suo ruolo come subunità accessoria di VGCC, che sembrano non 

essere funzionali nei linfociti T. A tal proposito, Cavβ1 potrebbe non essere 

associato alla subunità α1.  

Infatti, gli mRNA codificanti subunità α1, seppur presenti, sono tronchi, in quanto 

privi degli esoni iniziali codificante per la porzione N-terminale della proteina. Più 

precisamente, gli esoni mancanti di CACNA1H e CACNA1I codificano il dominio I 

e parte del dominio II rispettivamente di Cav3.2 e Cav3.3, mentre gli esoni mancanti 

di Cacna1a codificano i domini I, II, III e parte del dominio IV di Cav2.1.  

Più in particolare, il trascritto di Cav3.2 inizia dalla base 3211 del trascritto 

completo, localizzata al 5’ dell’esone 13. Le basi mancanti codificano i 1070 

amminoacidi che, in Cav3.2 non tronco, costituiscono tutto il dominio I e i segmenti 

transmembrana S1-S6 del dominio II (UniProt). Conseguentemente, nei linfociti T 

Cav3.2 è privo di due segmenti S4, sensori del potenziale e 2 P-loop, e questo 

potrebbe avere conseguenze sulla voltaggio dipendenza dell’apertura del canale e 

sulla sua selettività.  

Lo stesso succede nel caso del trascritto di Cav3.3, privo degli esoni 1-11 

corrispondenti alle prime 2330 basi del trascritto completo, che codificano circa 

715 amminoacidi. In Cav3.3 non tronco, questi costituiscono tutto il dominio I e le 

eliche S1, S2 e parte di S3 del dominio II(UniProt).  

Analogamente, il trascritto di Cav2.1 è privo degli esoni 1-33, corrispondenti alle 

prime 5655 basi del trascritto completo, che codificano 1885 amminoacidi. In 

Cav2.1 non tronco, questi costituiscono tutto il dominio I, tutto il dominio II, tutto 

il dominio III e i segmenti transmembrana S1-S6 del dominio IV. 

Conseguentemente, Cav2.1 nei linfociti T di topo è costituito unicamente da parte 

della coda citosolica C-terminale della proteina (UniProt). Cav2.2, quindi, nei 

linfociti T, non sarà integrale alla membrana e potrà o essere non funzionale o 

svolgere funzioni completamente diverse rispetto a quelle espletate nelle cellule 

eccitabili. 

Tutte e tre le subunità α1 considerate, quindi, sono prive del dominio AID, 

localizzato nel loop intracellulare che collega i domini I e II. Pertanto, a meno che 

non esistano sulla subunità α1 siti di legame alternativi per Cavβ, quest’ultima nei 

linfociti T non è ancorata alla membrana attraverso α1.  
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Potendo diffondere liberamente nella cellula, è possibile che Cavβ1 regoli apoptosi 

e differenziamento dei linfociti T o interagendo, attivandoli, con TF o, addirittura 

fungendo essa stessa da TF. Per verificare se Cavβ1 interagisce con fattori di 

trascrizione e, eventualmente, con quali, bisognerebbe studiare il suo interactoma 

attraverso un’analisi blind. Poiché le funzioni di Cavβ1, e quindi plausibilmente 

anche le sue interazioni, variano sulla base delle condizioni sperimentali (come si è 

visto, in seguito a stimolazione del TCR regola l’apoptosi, mentre in seguito a 

infezione di LCMVARM regola sia apoptosi sia proliferazione), sarebbe preferibile 

effettuare un’analisi in vivo. A questo scopo, si potrebbe effettuare un’analisi o 

tramite BioID o tramite co-immunoprecipitazione coniugata a spettrometria di 

massa. Invece, per determinare se Cavβ1 funge direttamente da fattore di 

trascrizione, si potrebbe utilizzare una ChIP-Seq. Gli esperimenti proposti 

potrebbero dare informazioni riguardo l’interactoma di Cavβ1 e, quindi, chiarire le 

modalità con cui regola apoptosi e proliferazione. 

Come riportato, nell’articolo è dimostrato che i VGCC nei linfociti T non mediano 

l’ingresso di Ca2+ in modo voltaggio dipendente. Questo, tuttavia, non esclude che 

i VGCC possano ricoprire altre funzioni. 

Per meglio caratterizzare eventuali funzioni di Cav3.2, Cav3.3 e Cav2.1 si potrebbe 

effettuarne il KO e valutare il fenotipo dei linfociti T mutati in varie condizioni. Nel 

caso in cui fosse osservabile un fenotipo mutante, si potrebbe valutare la 

localizzazione cellulare delle proteine in esame usando per esempio 

immunofluorescenza e studiarne l’interactoma usando metodi quali BioID e co-

immunoprecipitazione.  

In conclusione, i dati ottenuti dimostrato che Cavβ1 regola proliferazione e apoptosi 

nei linfociti T in modo indipendente rispetto al ruolo che svolgono come subunità 

dei VGCC, che nei linfociti T non mediano l’ingresso di Ca2+ in modo voltaggio 

dipendente. Tuttavia, non viene chiarito come Cavβ1 svolga il suo ruolo.  
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