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ABSTRACT 

I neuroni utilizzano l’autofagia per rimuovere proteine e organelli difettivi in modo 
da mantenere la neurotrasmissione sinaptica e combattere la neurodegenerazione. 
Pur essendo un processo fondamentale per il mantenimento del corretto 
funzionamento delle sinapsi, il meccanismo con il quale l’autofagia neuronale 
funziona in assenza di stress proteotossico rimane ignoto. Nello studio presentato 
in questo elaborato si dimostra come l’autofagia neuronale controlli il reticolo 
endoplasmatico assonale per regolare la neurotrasmissione in neuroni sani e nel 
cervello. A questo scopo sono stati utilizzati modelli murini knockout per ATG5, 
un gene che codifica una delle proteine essenziali all’autofagia neuronale che, se 
assente, causa un accumulo del reticolo endoplasmatico tubulare. Tramite analisi di 
proteomica quantitativa è stato infatti rilevato un incremento delle proteine di 
membrana del RE tubulare e, in particolare, dei recettori della Rianodina (RyR), 
noti canali ionici atti al trasporto di ioni calcio. L’elevato numero di recettori RyR 
causa un maggiore rilascio di calcio dal reticolo endoplasmatico e, di conseguenza, 
un’incrementata neurotrasmissione eccitatoria e una vitalità post-natale 
compromessa. 
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1. STATO DELL’ARTE: Introduzione al problema biologico 

1.1 L’autofagia neuronale 

L'autofagia è una delle principali vie di degradazione di componenti citoplasmatici 
disfunzionali attuata dalle cellule. Alcuni dei suoi target sono, infatti, organelli 
danneggiati, invecchiati o non più utili alla cellula, aggregati proteici e, in generale, 
waste cellulare. 

Questo processo è particolarmente importante nei neuroni, che, essendo cellule 
terminalmente differenziate, che devono durare per tutta la vita dell’organismo, 
necessitano di questo meccanismo per il mantenimento dell'omeostasi neuronale. 
L’autofagia neuronale presenta, quindi, sia pathways costitutivi, attuati in 
condizioni basali, che indotti dallo stress. 

Il meccanismo d’azione prevede la formazione di una struttura a doppia membrana 
attorno al cargo (cioè i componenti cellulari da degradare) che prende il nome di 
autofagosoma. Questo andrà successivamente a fondersi con endosomi tardivi o 
lisosomi che permetteranno la degradazione del contenuto vescicolare1. 

La formazione dell’autofagosoma è caratterizzata da una precisa e conservata 
sequenza di eventi che richiede la partecipazione di numerose proteine autofagiche 
e componenti strutturali coinvolte nel traffico cellulare. Andando più nel dettaglio, 
il complesso di induzione sopra citato, anche detto complesso chinasico ULK1 
comprende, oltre ad ULK1 (Unc-51-like kinase 1) e ad alcune proteine ATG 
(autophagy-related protein), FIP200 (RB1-inducible coiled-coil protein 1), che è il 
target di uno degli esperimenti trattati nell’articolo in analisi. ULK1 fosforila il 
complesso PI3Kc3 (Phosphoinositide 3-kinase III class), anche detto complesso di 
nucleazione, che comprende, tra le altre, proteine come Beclin 1 e VPS34 (target di 
un ulteriore esperimento riportato nei risultati). Il complesso PI3Kc3 fosforilato 
promuove la produzione locale di fosfatidilinositolo-3-fosfato (PI3P) presso una 
caratteristica struttura del reticolo endoplasmatico chiamata omegasoma. Da qui, 
PI3P recluta nell'omegasoma le proteine effettrici WIP12 (WD repeat domain 
phosphoinositide- interacting proteins) e DFCP1 (zinc-finger FYVE domain-
containing protein 1). WIPI2 recluta a sua volta il complesso ATG12-ATG5. 
Quest’ultima è la proteina chiave dell’articolo discusso in questo lavoro di tesi. Il 
complesso ATG12-ATG5 è coinvolto nella coniugazione ATG3-mediata delle 
proteine della famiglia ATG8. Queste proteine hanno una serie di funzioni: 
attraggono ulteriormente componenti del macchinario autofagico che contengono 
una regione interagente con LC3 (Light Chain 3, uno dei marker più utilizzato per 
valutare la funzionalità dell’autofagia) detta LIR (LC3 Interacting Region); sono 
necessarie per l'allungamento e la chiusura della membrana del fagoforo (struttura 
a doppia membrana precursore dell’autofagosoma); sono coinvolte nel sequestro di 
cargo in autofagosomi attraverso recettori contenenti LIR. Diverse membrane 
cellulari, tra cui la membrana plasmatica, quella mitocondriale, quella degli 
endosomi riciclanti e dell’apparato di Golgi, contribuiscono all'allungamento della 
membrana autofagosomica donando materiale di membrana.  
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La chiusura della membrana autofagosomica dà origine a una vescicola a doppio 
strato, l’autofagosoma, che maturerà e andrà a fondersi con il lisosoma, il cui pH 
acido e corredo enzimatico permetteranno la degradazione del carico 
autofagosomiale2.  

 

Nel caso dell’autofagia neuronale il processo segue una precisa organizzazione 
spaziale: gli autofagosomi si formano prevalentemente negli assoni distali vicino 
alle sinapsi (la formazione di autofagosomi nel soma e nei dendriti è 
significativamente minore) e subiscono un trasporto retrogrado, durante il quale 
avviene la fusione con gli endosomi tardivi e i lisosomi, fino ad arrivare nel corpo 
cellulare dove il loro carico viene degradato2. 

Una serie di studi in vitro ha dimostrato come la biogenesi degli autofagosomi 
avvenga principalmente negli assoni distali dei neuroni. Sono state infatti osservate 
grosse vescicole acidiche retrotrasportate dagli assoni al corpo cellulare in neuroni 
periferici embrionali in coltura tramite microscopia in contrasto di fase; vescicole 
autofagiche nei coni di accrescimento distali microscopia elettronica in 
motoneuroni simpatici primari di ratto; grossi organelli LC3-positivi in formazione 
nella punta dell’assone, poi retrotrasportati al corpo cellulare, tramite microscopia 
a fluorescenza in gangli della spina dorsale di ratto e neuroni embrionali corticali e 
ippocampali1. 

I risultati di questi studi sono stati inoltre confermati da studi in vivo svolti su 
organismi modello come Caenorhabditis elegans, dove la formazione di 
autofagosomi è stata osservata ai siti sinaptici del’assone distale dell’interneurone 
AIY e Drosophila melanogaster, in cui la biogenesi di queste strutture è stata 
osservata alla giunzione neuromuscolare (NMJ) nell’assone distale dei 
motoneuroni1. 
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L’autofagia assonale è caratterizzata sia da una specificità temporale che spaziale. 
È stato infatti osservato che il rate di formazione degli autofagosomi è altamente 
consistente all’interno di una stessa tipologia neuronale, anche tra neuroni di 
individui diversi. La specificità spaziale è definita invece dalla quasi esclusiva 
formazione degli autofagosomi nella porzione distale dell’assone. Nei neuroni 
primari DGR di topi adulti o embrionali ippocampali, la formazione di 
autofagosomi nel soma o nei dendriti di cellule in condizioni basali è raramente 
osservata. 

Una volta formati, gli autofagosomi vengono inizialmente trasportati 
bidirezionalmente lungo i microtubuli a causa dell’azione contemporanea delle 
proteine trasportatrici chinesine e dineine. Solo dopo una massiccia 
downregolazione dei motori anterogradi delle chinesine è possibile la transizione 
ad un trasporto retrogrado altamente processivo promosso dalle dineine, che 
retrotrasporteranno l’autofagosoma fino al corpo cellulare. 

Mentre transitano verso il soma cellulare, gli autofagosomi si fondono con 
endosomi tardivi e lisosomi, con una conseguente acidificazione del contenuto 
vescicolare e acquisizione di competenza alla degradazione. Il blocco del trasporto 
retrogrado degli autofagosomi ne compromette infatti l’acidificazione e 
conseguentemente le proprietà degradative1. 

ER-phagy 

Il reticolo endoplasmatico forma una rete estesa e dinamica di tubuli e cisterne che 
si estende in tutta la cellula. Le ricostruzioni tridimensionali del RE nel cervello di 
topo mostrano una considerevole estensione dei tubuli di RE non solo attraverso il 
soma ma anche nei dendriti e negli assoni dei neuroni in vivo. 

Il RE deve essere rimodellato e rinnovato nei neuroni, soprattutto in condizioni di 
stress, e uno dei meccanismi utilizzati per il suo turnover è l'ER-phagy (anche detta 
reticolofagia), cioè la rimozione selettiva dei segmenti del reticolo endoplasmatico 
mediante autofagia. Sono state recentemente identificate molteplici proteine 
associate al RE che presentano motivi LIR che mediano il legame alle proteine della 
famiglia LC3, in particolare: il recettore reticolofagico FAM134B/RETREG1 
(reticulophagy regulator 1), RTN3 (reticulon 3L), che sembra abbiano un ruolo nel 
rimodellamento basale delle membrane del RE mediante autofagia e CCPG1 (cell 
cycle progression 1) che sembra essere indotto da stress al RE1. 

1.2 ATG5 e il suo ruolo funzionale nell’autofagia 

Le proteine ATG giocano un ruolo fondamentale nell’autofagia, formando una serie 
di complessi necessari alla biogenesi dell’autofagosoma e alla fusione con i 
lisosomi. Tra queste, la proteina ATG5 è indispensabile per la formazione delle 
vescicole autofagiche. Il knock-down o knock-out di ATG5 può infatti provocare 
una downregolazione o un'inibizione totale dell’autofagia. Oltre al suo 
fondamentale contributo al processo autofagico, ATG5 ha altre funzioni, che 
spaziano dal controllo della qualità mitocondriale a seguito di danno ossidativo, alla 
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regolazione di processi nella risposta immunitaria, fino al differenziamento degli 
adipociti e all’apoptosi. 

Precedentemente nota come proteina specifica dell'apoptosi (ASP), ATG5 è stata 
identificata per la prima volta nelle cellule apoptotiche del linfoma di Burkitt. Il 
gene ATG5 è localizzato nel cromosoma umano 6q21 e se ne conoscono diverse 
varianti trascrizionali codificanti diverse isoforme della proteina. ATG5 in uomo è 
costituita da 275 aminoacidi, con un peso molecolare stimato di ~ 32,4 kDa. Studi 
svolti sul complesso ATG5-ATG16 hanno permesso di comprende che ATG5 è 
composta da tre domini: due domini simili all'ubiquitina e un dominio ricco di α 
eliche. Questi tre domini si ripiegano su loro stessi formando l’architettura 
complessiva di ATG5 e permettendo le molte interazioni proteiche da cui è 
caratterizzata. 

Diversi studi hanno dimostrato come ATG5 sia fondamentale sia nel processo di 
formazione dell’autofagosoma, dove, coniugata con ATG12 e ATG16, funge da 
sistema di coniugazione ubiquitin-like; che nel processo di fusione 
dell’autofagosoma con i lisosomi, dove interagisce con TECPR1 (TECtonin beta-
Propeller Repeat containing 1) sulla membrana lisosomiale4. 

1.3 I recettori della rianodina (RyR) e il loro ruolo nel rilascio di Ca2+ dal RE 

Il RE è uno dei maggiori depositi di calcio intracellulari e, quando necessario, ne 
permette il rilascio tramite i due tipi di canali Ca2+ presenti sulla sua membrana: 
IP3Rs (Inositol Triphosphate Receptors) e RyRs (Ryanodine Receptors). 

I RyR sono canali ionici particolarmente grandi (>2MDa) di cui si conoscono tre 
isoforme, tutte omotetrameriche: RyR 1 si trova maggiormente nel muscolo 
scheletrico, RyR2 nel tessuto cardiaco e RyR3 nel tessuto cerebrale, anche se tutti 
e tre sono espressi in modo differenziale nella maggior parte dei tipi di cellule e 
tessuti. Essi contengono un ampio dominio citoplasmatico N-terminale, che 
interagisce con proteine, piccole molecole e molecole segnale. 

In particolare, i RyR possono essere attivati tramite l’aumento della concentrazione 
di calcio citosolico secondo un processo detto “calcium-induced calcium release” 
(CICR). Questo processo contribuisce all’amplificazione dell’influsso di calcio 
generato dall’innesco di un potenziale d’azione nel neurone attraverso un circuito a 
feedback positivo. 

Quando un potenziale d'azione si propaga attraverso un terminale nervoso induce 
l’apertura dei canali del Ca2+, che determinano un aumento transitorio localizzato 
del Ca2+ intracellulare nella zona attiva, dato anche dal contributo dei RyR e del 
CICR. La variazione locale di Ca2+ nella zona attiva innesca l'esocitosi delle 
vescicole sinaptiche che andranno a rilasciare i neurotrasmettitori contenuti al loro 
interno avviando la trasmissione sinaptica5. 
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2. APPROCCIO SPERIMENTALE: materiali e metodi 

2.1 Colture cellulari e campioni di tessuto 

Le colture neuronali sono state preparate rimuovendo chirurgicamente l'ippocampo 
o il cervelletto dai topi a p1-3 (ippocampo) o a p4-7 (cervelletto), e applicando una 
digestione tramite tripsina per dissociare i singoli neuroni. 100.000 cellule 
dell'ippocampo sono state piastrate come gocce di 40 ml su un vetrino coprioggetto 
rivestito di poli-L-lisina e 2 mL di plating medium (medium di base MEM 
composto da: 0,5% di glucosio; 0,02% di NaHCO3; 0,01% di transferrina; 
contenente FBS 10%, 2 mM L-glutammina, insulina e penicillina/streptomicina) è 
stato aggiunto 1 ora dopo il seeding. Per le colture di neuroni granulari cerebellari 
(CGN), 1,5x106 cellule sono state aggiunte direttamente su un dish rivestito di poli-
L-lisina contenente 2 mL di plating medium. Dopo un giorno in vitro (DIV1) 1 ml 
di plating medium è stato sostituito con 1 ml di terreno di coltura (terreno di base 
contenente 5% FBS; 0,5 mM di L-glutammina; supplemento del 2% B27; 
penicillina/streptomicina) e a DIV2 è stato ulteriormente aggiunto 1 mL di terreno 
di coltura. AraC (Arabinocytosine) è stata aggiunta al mezzo di coltura per limitare 
la proliferazione gliale. Per le colture di CGN è stato aggiunto KCl 25 mM al terreno 
di semina e di crescita.  

Per l'espressione TetOn-eGFP-mCherry-RAMP4/TOM20, 4 mg/ml di doxiciclina 
sono stati aggiunti il giorno della trasfezione. L'imagining e la fissazione delle 
colture dell'ippocampo è stato condotto a DIV 13–16 e le colture CGN sono state 
lisate a DIV13-20. 

Per la trasduzione lentivirale sono state pipettate circa 5x105 unità virali infettive 
per pozzetto di 35 mm di diametro su neuroni ippocampali a DIV 1 o 2. Un controllo 
costituito da non-targeting shRNA è stato incluso negli esperimenti di knockdown 
dei RYR. 

2.2 SILAC e Spettrometria di massa MS/MS 

Le colture CGN WT e KO (1,5-1,7x106 cellule per coltura) 
sono state coltivate in NB (Neurobasal) privo di lisina e 
arginina a cui sono state aggiunte varianti amminoacidiche 
contenti isotopi medi (M) D4-lisina/13C6-arginina 
(Lys4/Arg6) per il WT o contenti isotopi pesanti (H) 
13C615N2-lisina/13C615N4-arginina (Lys8/Arg10) per il 
KO. Il mezzo di coltura è stato integrato con 2% di B-27, 0,5 
mM L-glutammina, 25 mM KCL e penicillina/streptomicina. 
Dopo 2 settimane, il mezzo di coltura è stato sostituito con un mezzo di coltura 
"leggero" (L), quindi contenente amminoacidi costituiti da isotopi leggeri, derivante 
da "colture sorelle" coltivate in parallelo.  
I neuroni da entrambe le colture sono stati raccolti e lisati dopo 0, 2 e 6 giorni e 
mescolati in coppie WT-KO raccolte allo stesso tempo. 40 µg di proteine lisate ai 
tre diversi tempi sono stati separati su 4%–15% SDS–PAGE, ciascuna corsia è stata 
quindi tagliata in 15 parti ed è stata eseguita la digestione con tripsina in gel. I 
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peptidi digeriti sono stati analizzati da un sistema di cromatografia liquida capillare 
a fase inversa (sistema Ultimate 3000 nanoLC; Thermo Scientific) collegato a uno 
spettrometro di massa Orbitrap Elite (Thermo Scientific) così da rilevare i livelli 
proteici allo stato stazionario. L'identificazione e la quantificazione delle proteine 
sono state eseguite utilizzando il software MaxQuant (versione 1.5.1.0). Sono stati 
eseguiti quattro esperimenti indipendenti per confrontare la degradazione delle 
proteine nelle colture WT e KO dopo 6 giorni di medium L. La differenza nel 
turnover proteico di WT e KO è stata calcolata dividendo il rapporto H/M (quantità 
di proteine KO su proteine WT) al tempo t6 per quello al tempo t0. Tramite questo 
rapporto si può quantificare quanto le proteine siano degradate nel KO rispetto al 
WT.  Le analisi sono state eseguite utilizzando Microsoft Excel. Gli arricchimenti 
in gene onthology dei componenti cellulari sono stati calcolati tramite il tool 
GOrilla, utilizzando un elenco di proteine con fold > 1,5 nel rapporto KO/WT e 
l'elenco totale di 1753 proteine come riferimento. La localizzazione subcellulare 
delle 73 proteine hit (definite come > 0,6 log2-fold change e p <0,05) è stata 
eseguita manualmente per ogni hit utilizzando la banca dati UniProtGO. 

2.3 Immunoblotting 

Il tessuto cerebrale è stato omogeneizzato in un buffer di lisi (20 mM HEPES-KOH, 
pH 7,4, 100 mM KCl, 2 mM MgCl2, 1% Triton X-100, integrato con 1 mM PMSF 
e miscela di inibitori della proteasi e della fosfatasi dei mammiferi) utilizzando un 
omogeneizzatore di teflon di vetro. Le colture neuronali sono state lisate in RIPA 
(150 mM NaCl, 1,0% NP-40, 0,5% sodio desossicolato, 0,1% SDS, 50 mM Tris, 
pH 8,0) con inibitori della proteasi e della fosfatasi. I lisati sono stati incubati per 
30 minuti in ghiaccio prima di centrifugarli a 17.000g per 10 minuti a 4°C e le 
concentrazioni proteiche sono state determinate tramite saggio di Bradford o BCA 
(Acido Bicinconinico). I lisati sono stati fatti bollire per 5 mi0n nel sample buffer 
Laemmli. Tra 20 e 60 µg di proteine sono state risolte mediante SDS-PAGE e 
l'immunoblotting è stato eseguito su membrane di nitrocellulosa. Le membrane 
sono state incubate con gli anticorpi primari a 4°C overnight. Il giorno successivo, 
gli anticorpi primari legati sono stati rilevati mediante incubazione con anticorpi 
secondari coniugati con IRDye 680/800CW tramite il sistema di imaging Odyssey 
Fc (LI-COR Biosciences). 

2.4 Immunostaining dei neuroni di ippocampo in coltura 

I neuroni sono stati fissati a DIV 13-16 con paraformaldeide al 4% 
(PFA)/saccarosio al 4% in soluzione salina tamponata con fosfato (PBS) per 15 
minuti a temperatura ambiente (RT), lavati e incubato con anticorpi primari in PBS 
contenente il 10% di Normal Goat Serum (NGS) e 0,3% Triton X-100 (Tx) 
overnight a 4°C. I vetrini coprioggetto sono stati lavati tre volte con PBS (10 minuti 
ciascuno) e incubati con i corrispondenti anticorpi secondari per 1 ora. 
Successivamente i vetrini sono stati lavati altre tre volte in PBS e montati in 
Immunomount. Per l’immonostaining LC3, le cellule sono state fissate con PFA e 
permeabilizzate con digitonina (200 mg/ml) per 15 minuti prima dell'incubazione 
con anticorpi primari e secondari in PBS. Per il live labeling alle sinapsi, i neuroni 
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sono stati incubati con Synaptotagmin-Cy3 per 10 minuti in mezzo condizionato a 
37°C, lavati tre volte e preparati per l'imaging del calcio (vedi capitolo 2.7). I 
neuroni fissati sono stati ripresi con una risoluzione di 1.024x1.024 su un 
microscopio confocale a scansione laser Zeiss LSM710 o su un microscopio 
confocale a disco rotante (CSU-X1, Nikon) con obiettivo a olio 63x. Tutte le 
impostazioni di acquisizione sono state impostate allo stesso modo per tutti i gruppi 
all'interno di ciascun Immunostaining. L'elaborazione delle immagini e l'analisi 
quantitativa sono state eseguite in ImageJ. Per l'analisi quantitativa delle intensità 
fluorescenti nel soma l'area totale del soma è stata selezionata manualmente e 
misurata utilizzando gli strumenti di selezione ImageJ. Le intensità medie dei punti 
fluorescenti (sinapsi) sono stati misurate centrando regioni di 939 pixel (~ 131 mm) 
sui massimi determinati da ImageJ. SynapCountJ, un plug-in ImageJ, è stato 
utilizzato per determinare le sinapsi tramite la colocalizzazione di Homer e vGLUT 
in neuriti tracciati. Per quantificare le colorazioni degli anticorpi RE nei neuriti, i 
segnali MAP2 e Tau sono stati usati come modello per una maschera, utilizzata per 
limitare l'area quantificata alla forma dei dendriti o degli assoni. Le aree fluorescenti 
sono state determinate applicando una threshold e analizzate utilizzando il modulo 
"Analyze Particles" di ImageJ per determinare il numero o l'area dei punti 
fluorescenti. 

2.5 Immunoistochimica su sezioni cerebrali 

I topi ATG5 KO di 2-5 mesi e i loro compagni di cucciolata WT sono stati soppressi 
da un sovradosaggio di Ketamina (120 mg/kg di peso corporeo)/Rompun (16 mg/kg 
di peso corporeo) e perfusi con formaldeide al 4% in 0,1 MPBS. I cervelli sono stati 
isolati e fissati nella stessa soluzione overnight a 4°C. Dopo la crioprotezione in 
saccarosio al 20%, le sezioni congelate (30 mm) sono state raccolte in 0,1 MPBS. 
Per l'immunostaining, le sezioni dell'ippocampo corrispondenti dai compagni di 
cucciolata WT e KO sono state elaborate contemporaneamente. Le sezioni sono 
state bloccate per 2 h nel 5% di NGS e 0,125 M PBS con 0,3% Tween (PBST). Il 
tessuto è stato quindi lavato con PBST e incubato in una normale miscela di siero 
di capra-PBST per 48 h con anticorpi primari. Dopo il lavaggio, le sezioni sono 
state incubate per 16 h con anticorpi secondari coniugati con Alexa e Dapi in PBST. 
Infine, le sezioni sono state lavate, montate e fissate su vetrini rivestiti di gelatina. 
Le sezioni sono state riprese con una risoluzione di 1.024x1.024 utilizzando un 
microscopio confocale a scansione laser Zeiss LSM710 con obiettivo 20x (a secco) 
o 40x (olio). Tutte le impostazioni di acquisizione sono state impostate allo stesso 
modo per le sezioni di tutti i gruppi all'interno di ciascun immunostaining. 
L'elaborazione delle immagini e l'analisi quantitativa dell'intensità della 
fluorescenza sono state eseguite in ImageJ. Le immagini sono state quantificate 
misurando l'intensità media nella regione di interesse (ROI) definita. Per il 
conteggio delle sinapsi nelle aree CA1, sono state analizzate 6 ROI di 20x20 µm 
per animale. L'immunostaining di Homer1 è stato utilizzato come maschera per 
contare le particelle vGLUT sinaptiche utilizzando la funzione di analizzatore di 
particelle in ImageJ. 
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2.6 Tomografia elettronica 

I neuroni DIV14 sono stati fissati con glutaraldeide al 2% in PBS. I vetrini 
coprioggetto sono stati quindi fissati con OsO4 all'1% ed esacianoferrato di potassio 
all'1,5%, colorati in blocco con acetato di uranile all'1% e disidratati in gradiente di 
metanolo, ossido di propilene ed infiltrazione di resina ipossidica. Dopo la 
polimerizzazione, i vetrini coprioggetto sono stati rimossi e sezioni da 50 nm sono 
state tagliate e contrastate con acetato di uranile e citrato di piombo. Per la 
tomografia elettronica (TEM), sezioni da 250 nm sono state tagliate e raccolte su 
griglie scanalate rivestite con fiducial d'oro da 10 nm. Sono poi state scattate una 
serie di immagini da +60 a 60 con un microscopio Tecnai G20. Per renderizzare 
modelli 3D delle strutture subsinaptiche sono stati utilizzati Etomo/IMOD e 
browser di imaging per microscopia (MIB). 

2.7 Ca2+ imaging 

Le colture di neuroni dell'ippocampo da topi WT e ATG5 KO sono state incubate 
con la sonda fluorescente per il calcio 2 mMFluo-8/AM in presenza di 0,02% di 
acido pluronico per 15 minuti a 37°C. Prima dell'imaging, i neuroni sono stati lavati 
3 volte nel buffer di imaging. Per gli esperimenti di quantificazione dei livelli di 
calcio assoplasmatico in neuroni WT e ATG5-iKO (figura 3.2A), i neuriti sono stati 
identificati tramite una lieve stimolazione elettrica di 20AP utilizzando una camera 
di stimolazione RC-47FSLP e provocando un aumento di Fluo-8. Per le risposte 
indotte dalla caffeina (figura 3.5A), il calcio è stato omesso dall'imaging buffer e le 
immagini sono state acquisite con frame rate di 1 Hz. Dopo aver corretto per la 
fluorescenza di fondo, è stata analizzata l'intensità della fluorescenza nel tempo. Il 
numero di bottoni rispondenti per soma (figura 3.5C) è stato determinato contando 
i bottoni rispondenti in una ROI di 100x100 mm contenente un soma. 

Ca2+ sinaptico: I neuroni sono stati trasdotti con Synaptophysin-GCamp6, 
sottoposti a stimolazione del campo elettrico e visualizzati nel buffer di imaging. 
Le immagini sono state acquisite con frame rate di 1 Hz. 

Ca2+ RE luminale: I neuroni sono stati trasfettati con ER-GCAMP6-150 e gli assoni 
sono stati osservati nel buffer di imaging prima e dopo l’aggiunta di ionomicina 50 
µM. Conoscendo le caratteristiche in vitro dell'indicatore utilizzato6, è possibile 
calcolare la [Ca2+] nel RE utilizzando la seguente equazione: [𝐶𝑎2+] =𝐾𝑑( 𝐹𝑟𝐹𝑚𝑎𝑥− 1𝑅𝑓(1− 𝐹𝑟𝐹𝑚𝑎𝑥)1𝑛) 
dove Kd è la costante di affinità dell'indicatore (150 µM), Fr è la fluorescenza 
misurata a riposo, Fmax è il picco massimo di fluorescenza, Rf è l'intervallo 
dinamico (45) e n è il coefficiente di Hill (1,6). I valori Fmax non sono stati corretti 
per le variazioni di pH. Tutti gli esperimenti di imaging Ca2+ sono stati eseguiti 
nel buffer di imaging a 37°C con un microscopio a epifluorescenza (Nikon 
Eclipse Ti) dotato di un obiettivo a olio 40X. L'analisi quantitativa e l'elaborazione 
delle immagini sono state eseguite utilizzando ImageJ. 
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2.8 Analisi statistiche 

I valori sono sempre rappresentati come media ± SEM. La significatività è indicata 
utilizzando gli asterischi *p < 0,05, ** p < 0,01, *** < 0,001 e p > 0,05. La 
valutazione dei dati statistici è stata eseguita utilizzando il software Graph Pad 
Prism 5. Sono stati utilizzati one-sample t test per i confronti con i valori di controllo 
che sono stati normalizzati a 1. Per il confronto tra due gruppi sperimentali la 
significatività statistica è stata analizzata mediante unpaired, paired o Student’s t-
test  o test di Mann–Whitney (come indicato nelle legende delle figure). Per 
confronti tra più di due gruppi sperimentali i dati di significatività statistica sono 
stati analizzati mediante ANOVA unidirezionale con post hoc test. Il numero di 
animali, colture cellulari o cellule utilizzate (n) è indicato nelle legende delle figure. 
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4. DISCUSSIONE  

I risultati ottenuti dagli autori dell’articolo oggetto di questa tesi rivelano come 
l'autofagia neuronale abbia una funzione cruciale nel controllo del RE tubulare negli 
assoni e, conseguentemente, nella regolazione della neurotrasmissione eccitatoria 
tramite il rilascio di Ca2+ dai depositi del RE mediato da RyR. 

Le analisi biochimiche, come SILAC e Immunoblot, combinate con saggi di 
imaging hanno permesso di individuare il RE tubulare come uno dei maggiori 
substrati dell'autofagia neuronale negli assoni e nei siti presinaptici. Questo risulta 
coerente con studi pregressi sulla formazione degli autofagosomi, che sembra 
avvenire principalmente (ma non esclusivamente) negli assoni distali e alle 
terminazioni nervose presinaptiche2.  

Nell’articolo viene anche mostrato come un elevato rilascio di calcio dai depositi 
del RE tramite RyR negli assoni e nei siti presinaptici dei neuroni ATG5 KO faciliti 
la neurotrasmissione eccitatoria. Queste osservazioni sono coerenti con recenti 
ricerche che suggeriscono l’importante ruolo del RE7 e del rilascio di Ca2+ tramite 
RyR nel controllo del neurotrasmissione presinaptica8. 

Oltre alla loro funzione nella regolazione del rilascio di neurotrasmettitore9, è stato 
osservato che i RyR si trovano in prossimità dei canali voltaggio-dipendenti BK 
(Big Potassium) presenti sulla membrana plasmatica. Questi sono coinvolti nella 
regolazione del burst firing dei potenziali d’azione (PA)10, grazie alla loro elevata 
conduttanza. È quindi possibile che l'accumulo di RyR nel RE assonale dei neuroni 
ATG5 KO, oltre ai suoi effetti sulla probabilità di rilascio del neurotrasmettitore, 
alteri la forma dei PA e, quindi, l’eccitabilità neuronale. Coerentemente con questa 
ipotesi, è stato scoperto recentemente che la perdita di autofagia aumenta 
l’eccitabilità di alcuni tipi neuronali, come gli spiny projection neurons dello 
striato11. Questo potrebbe essere un aspetto interessante da approfondire in studi 
successivi. 

In recenti studi si è inoltre osservato come l’accumulo del RE in topi CRISPR KO 
per il fattore di regolazione dell'autofagia WDR45 (WD repeat domain 45) sia 
associato a neurodegenerazione. In particolare, l'accumulo di stress da parte del RE 
innesca una serie di pathways che terminano con l'apoptosi neuronale, un tratto 
distintivo della neurodegenerazione. I dati raccolti in questi studi hanno anche 
suggerito come la soppressione dello stress al RE potrebbe prevenire la morte 
neuronale12. Sarebbe quindi interessante indagare ulteriormente le modalità con cui 
si potrebbe intervenire a livello del RE per diminuire alcuni effetti della 
neurodegenerazione. 

In conclusione, la scoperta della grande influenza dell’autofagia sul RE, e, di 
conseguenza, sulla neurotrasmissione eccitatoria, apre le porte ad una serie di nuovi 
possibili studi nell’ambito della neurodegenerazione. 
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