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1. INTRODUZIONE 

 

1.1. Il  TESSUTO MUSCOLARE 

Il tessuto muscolare è costituito da cellule muscolari responsabili della contrazione 

muscolare e da involucri connettivali che nutrono il muscolo e lo ancorano al sistema 

scheletrico. 

Il muscolo si divide in muscolo liscio e muscolo striato. Il MUSCOLO LISCIO possiede 

fibre fusiformi mononucleate, per contrazioni toniche prolungate, prive di striatura 

trasversale. I nuclei si trovano in posizione centrale rispetto alla cellula. Il muscolo liscio 

ha la caratteristica di avere una elevata forza di contrazione con un ridotto consumo di 

ATP ed alta frazione di accorciamento. La scarsa velocità di contrazione è dovuta alla 

lenta formazione dei ponti actina-miosina. Le proteine contrattili non sono allineate 

come nella fibra muscolare scheletrica e cardiaca ed inoltre il controllo della contrazione 

è indipendente dalla volontà.  

Il MUSCOLO STRIATO è il più evoluto, al microscopio ottico presenta una striatura 

trasversale per l’alternarsi di zone ottiche diverse e si divide in muscolo cardiaco e 

scheletrico. 

Il muscolo cardiaco si contrae ritmicamente in assenza di stimolazione nervosa grazie a 

cellule pacemaker che si depolarizzano in maniera vigorosa e  spontanea. Gli elementi 

cellulari sono più piccoli e mononucleati di natura non sinciziale e disposti centralmente 

rispetto alla fibra. Le cellule sono unite tra loro attraverso dischi intercalari, giunzioni 

intime in modo tale da consentire la propagazione dell’onda di contrazione. Le proteine 

contrattili sono allineate in modo regolare, creando sarcomeri simili a quelli del muscolo 

scheletrico. 

Il muscolo scheletrico o somatico composto da cellule cilindriche molto lunghe, si 

contrae sotto il controllo della stimolazione nervosa, presenta fibre e tendini muscolari. 

In invaginazioni complesse delle membrana plasmatica si inseriscono le fibre collagene 

dei diversi involucri connettivali, le quali si fondono le une alle altre all’estremità del 

muscolo formando il tendine. 
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1.2. FUNZIONI DEL MUSCOLO SCHELETRICO 

Sono molteplici le funzioni che svolge il tessuto muscolare scheletrico tra cui: 

- servomotore per la ventilazione polmonare e la mobilità di articolazioni e sfinteri 

viscerali (sono striati oltre ai muscoli della lingua anche quelli della parte superiore 

dell’esofago); 

- pompa per il ritorno venoso dagli arti inferiori; 

- bruciatore per la termogenesi (per sostenere la termogenesi normale e patologica); 

- riserva di aminoacidi utilizzabili durante il digiuno protratto; 

- secretore autocrino e paracrino-endocrino. 

 

1.3. ULTRASTRUTTURA DEL MUSCOLO SCHELETRICO 

      

Figura1. Struttura del muscolo scheletrico striato. (Immagine tratta dal libro di testo 
Compendio di Istologia, L.C. Junqueira;J. Carneiro; R. Kelley) 
 

La cellula muscolare o fibra è un sincizio polinucleato che deriva dalla fusione, durante 

lo sviluppo, di cellule progenitrici mononucleate embrionali, i mioblasti (cellule staminali 

muscolari). Ciascuna fibra è avvolta da una membrana connettivale delicata composta 
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da una lamina basale e da fibre reticolari detta endomisio. Le fibre a loro volta sono 

riunite in fasci, a formare il fascicolo, avvolto da una membrana detta perimisio. 

L’insieme dei fascicoli muscolari che formano il muscolo è circondato da una ulteriore 

guaina di tessuto connettivo denso detta epimisio. Nel tessuto connettivo 

parallelamente tra una fibra e l’altra penetra una ricca rete di capillari sanguigni e di 

nervi costituiti da fibre nervose e motorie, mentre i vasi linfatici risiedono nel tessuto 

connettivo. Ogni fibra muscolare è di forma cilindrica allungata e la lunghezza può 

variare da alcuni cm ad alcuni m ed il diametro da 10 ai 150 µm a seconda del muscolo.  

I NUCLEI ovali si trovano alla periferia della cellula subito sotto la membrana plasmatica 

anche detta sarcolemma. Ciascuna fibra è costituita da citoplasma (sarcoplasma o 

mioplasma) contenente gli organelli cellulari tra cui il reticolo endoplasmatico 

(sarcoplasmatico) liscio, numerosi mitocondri e fasci di filamenti cilindrici detti miofibrille, 

aventi un diametro di 1-2 µm, le quali si estendono da un lato all’altro della fibra, ed a 

loro  volta sono costituite da fasci di filamenti di natura proteica detti miofilamenti.  Le 

miofibrille costituiscono le UNITA’ CONTRATTILI del muscolo scheletrico ed appaiono 

come una successione di bande chiare e scure, trasversali rispetto all’asse 

longitudinale della cellula e birifrangenti al microscopio.  L’effetto della striatura è dato 

dall’ alternanza delle bande scure A, anisotrope (birifrangenti in luce polarizzata), aventi 

al centro una zona più chiara detta banda H, che a sua volta è bisecata dalla linea M; e 

dalle bande chiare I, isotrope (non alterano la luce polarizzata), bisecate dalla linea 

scura Z. Il tratto compreso tra due linee Z costituisce il sarcomero che è l’unità 

funzionale del muscolo.  

La banda A, lunga 1,5 µm, è la porzione del sarcomero comprendente l'intera 

lunghezza dei filamenti spessi, compresi i filamenti di actina che vi si sovrappongono 

alle estremità, è situata in posizione centrale, e non cambia la sua estensione durante 

la contrazione anche se tende a diventare più elettrondensa per la maggiore 

sovrapposizione dei filamenti sottili di actina. 

La banda I lunga mediamente 0,8 µm, è la porzione di due sarcomeri adiacenti 

costituita da soli filamenti sottili di actina. In un sarcomero sono presenti due emibande 

I, una per ciascuna linea Z e con differente polarità, ma mai una banda I completa.  Nel 

muscolo a riposo al microscopio elettronico appare come una banda larga e chiara, e al 

microscopio ottico è poco colorabile, ma durante la contrazione diventa più stretta per lo 
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scorrimento dei filamenti di actina (mentre la banda A rimane uguale) che si 

sovrappongono per un'estensione maggiore a quelli di miosina. 

La banda H è una porzione della banda A, ed è costituita dalla porzione del sarcomero 

costituita dai soli filamenti spessi di miosina. Al microscopio elettronico appare come 

una zona occupata solo da filamenti elettrondensi di miosina, è meno elettrondensa 

della banda A ma più della banda I. La sua lunghezza diminuisce notevolmente durante 

la contrazione per la sovrapposizione dei filamenti actinici che si sovrappongono per 

un'estensione maggiore sui filamenti di miosina. 

La linea M è una stretta banda che si forma all'interno della banda H. È costituita dalle 

code delle molecole di miosina e da proteine accessorie. 

 

          A   B   

Figura 2. A. Sezione di muscolo scheletrico osservata al microscopio a polarizzazione. 
Le bande A appaiono come linee birifrangenti brillanti. Ciò è duvuto al fatto che le 
molecole di miosina dei filamenti spessi sono rigidamente ordinate. Le bande I sono 
scure.  

Figura 2. B. Schema che illustra la struttura e la posizione dei filamenti spessi e sottili 
nel sarcomero. (Immagine tratta dal libro di testo Compendio di Istologia, L.C. 
Junqueira;J. Carneiro; R. Kelley) 
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Le MIOFIBRILLE possiedono una serie ordinata di miofilamenti spessi e di filamenti 

sottili. 

I filamenti spessi sono molecole di miosina avente peso molecolare di 480 KDa, formata 

da due catene pesanti, cilindriche e sottili avvolte l’una sull’altra, e da quattro  catene 

leggere identiche. La miosina è composta da una parte filamentosa idrofobica detta 

coda, una zona di flessibilità e da una parte globosa idrofilica detta testa che possiede 

siti di legame per l’ATP ed anche la capacità enzimatica di idrolizzare l’ATP (attività 

ATP-asica) e di legarsi alla actina. Ogni miofilamento è composto da circa 200 melecole 

di miosina orientate in modo contrapposto testa-coda.  

I miofilamenti sottili sono composti dalle proteine actina, tropomiosina e troponina.  

L’actina ha un peso molecolare di 42 KDa, si presenta come lunghi polimeri 

filamentosi/fibrosi F-actina consistenti di due filamenti di 300-400  monomeri globulari 

G-actina avvolti l’uno sull’altro nella configurazione ad elica destrorsa. Quando le 

molecole di G-actina polimerizzano per formare F-actina si legano “fronte-retro” 

producendo un filamento con una polarità. Ciascun monomero di G-actina possiede siti  

per l’ATP ed un sito di legame per la miosina.  

La tropomiosina avente un peso molecolare di circa 70 KDa, è di tipo fibroso, 

bastoncellare sottile lunga 40 nm contenente 2 catene polipeptidiche nella 

configurazione ad • -elica avvolte l’una sull’altra, ed ha una forte affinità per le 

scanalature tra le due catene di actina. 

La troponina ha un peso molecolare di circa 80 KDa, è di tipo globulare e si trova nei 

punti di giunzione della tropomiosina. E’ composta da tre subunità proteiche: troponina 

T (TnT) avente la funzione di legare la tropomiosina, subunità I (TnI) che lega il 

filamento di actina e la subunità C (TnC) o catalitica ad elevata affinità per lo ione 

calcio. Il sistema troponina-tropomiosina può esser considerato un inibitore 

dell’apparato contrattile, in quanto a riposo la tropomiosina è legata all’actina coprendo i 

siti di legame actina-miosina.  
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1.4. TEORIA DELLO SCORRIMENTO DEI MIOFILAMENTI “SLIDING FILAMENTS” di 

Huxley 

La fase finale della contrazione muscolare può essere divisa in due fasi: 1. aggancio 

(formazione dei ponti trasversali, crossbridges) tra i filamenti spessi e sottili; 2. 

scorrimento dei filamenti stessi. L’azione ciclica di queste due fasi determina 

l’accorciamento dell’ intera miofibra e di conseguenza dell’intero muscolo. La forza 

generata da un singolo sarcomero varia linearmente con l’entità di sovrapposizione dei 

miofilamenti, poiché una elevata sovrapposizione determina un elevato numero di 

crossbridges. La tensione sviluppata dal muscolo dipende quindi dal grado di 

interazione tra filamenti di actina e miosina.  

 

                               

 

 

Figura 3. La contrazione del muscolo inizia quando il Ca2+ si lega alla subunità TnC 
della Troponina, con la conseguente liberazione nell’actina del sito di legame per la 
miosina (Figura A, tratteggio obliquo). Figura B: in un secondO stadio la testa della 
miosina si lega all’actina e l’ATP viene viene demolita in ADP con la cessione di energia 
che induce il movimento della testa di miosina. In conseguenza delle modificazioni 
conformazionali, i filamenti sottili scorrono sopra i filamenti spessi. Fenomeno che si 
ripete più volte durante un’unica contrazione e provoca la completa sovrapposizione dei 
filamenti, fino all’accorciamento dell’intera miofibra. (Immagine tratta dal libro di testo 
Compendio di Istologia, L.C. Junqueira;J. Carneiro; R. Kelley) 

 

A riposo i sarcomeri consistono di filamenti spessi e sottili parzialmente sovrapposti, i 

quali durante la contrazione mantengono la loro lunghezza originaria, ma divengono 

completamente sovrapposti. 

A B 
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In condizioni di riposo l’ATP si lega al sito contenente ATPasi sulle teste di miosina, ma 

la velocità di idrolisi è molto lenta. Per demolire rapidamente l’ATP e generare energia 

la miosina richiede l’actina come cofattore.  A riposo però la miosina non può associarsi 

all’actina poiché i siti di legame per la miosina sulle molecole di actina sono bloccati dal 

complesso troponina-tropomiosina.  

Tuttavia quando la gli ioni calcio divengono disponibili in concentrazione elevata, da 

innescare la contrazione, si legano alla subunità C della troponina generando una 

modificazione della configurazione spaziale della intera molecola di troponina 

consentendo alla tropomiosina di approfondare nell’elica dell’actina. Questa 

modificazione consente la liberazione del sito di legame per la miosina sull’actina ed i 2 

filamenti possono interagire. Come conseguenza dell’interazione, l’ATP si suddivide in 

ADP + Pi e viene liberata energia. Questa attività provoca un ripiegamento della testa di 

miosina di 45° che causa lo scorrimento dell’actina lungo il filamento di miosina e ne 

consegue che il filamento sottile viene spinto in avanti nella banda A. Nel momento in 

cui le teste di miosina spostano l’actina entrano in funzione nuovi ponti trasversali 

actina-miosinici, mentre i vecchi ponti si rompono soltanto dopo che la miosina si è 

legata a una nuova molecola di ATP e ciò provoca il ritorno alla posizione originaria 

della testa di miosina e la prepara per un altro ciclo di contrazioni. Ogni contrazione 

muscolare è il risultato di centinaia di cicli di formazione e rottura di ponti trasversali fra 

actina e miosina. L’attività di contrazione che provoca la completa sovrapposizione dei 

filamenti sottili e spessi prosegue fino a che gli ioni calcio sono rimossi dal mioplasma 

ed il complesso troponina-tropomiosina maschera nuovamente i siti di legame della 

miosina.   

Esistono poi altre PROTEINE DI TIPO STRUTTURALE quali:  

-Titina che è una sorta di “molla” per mantenere i miofilamenti spessi concentrici con i 

filamenti sottili di actina; 

-Nebulina “molecular ruler”  avente la funzione di mantenere costante la lunghezza dei 

miofilamenti di actina; 

-Laminina, una glicoproteina formata da tre diverse catene polipeptidiche legate da 

ponti disolfuro. Insieme al collagene IV compone reti interconnesse nella membrana 

basale, conferendo a quest’ultima elasticità e forza. 
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-Distrofina a forma di bastoncello, lega l’actina a spettrina e • -actinina, che forma 

filamenti contrattili e paralleli. La distrofina è localizzata sulla superficie interna della 

membrana plasmatica ed ancora il sarcomero alla membrana;  

-Actinina , principale componente della linea Z, e desmina legano tra loro sarcomeri 

adiacenti, in tal modo mantengono in registro le miofibrille. 

La contrazione muscolare dipende dalla disponibilità degli ioni calcio, mentre la 

decontrazione del muscolo è in rapporto con l’assenza degli ioni. Il RETICOLO 

SARCOPLASMATICO (SR) regola in modo specifico il flusso di ioni calcio. Dal punto di 

vista strutturale il reticolo sarcoplasmatico che costituisce approssimativamente il 10% 

del volume cellulare, appare come una complessa rete tubulare interna che circonda 

ciascuna miofibrilla e rappresenta il principale deposito di calcio della fibra. Si divide in 

LONGITUDINALE che decorre lungo tutta la miofibrilla e connette due cisterne terminali 

e GIUNZIONALE all’estremità dei sarcomeri. La parte giunzionale si presenta come 

CISTERNE TERMINALI che non sono altro che delle dilatazioni del reticolo 

sarcoplasmatico, adiacenti ed in associazione con i tubuli trasversi, TUBULI T, ovvero 

invaginazioni del sarcolemma. Il complesso reticolo sarcoplasmatico (SR)-tubuli T-SR 

prende il nome di TRIADE che è alla base del meccanismo eccitazione-contrazione, in 

quanto a livello della triade la depolarizzazione dei tubuli T, contenenti il recettore delle 

Diidropiridine (DHPR) sensibile al voltaggio, viene trasmessa al reticolo 

sarcoplasmatico dove sono localizzati i recettori della Rianodina (RyR-1) canali di 

rilascio del calcio (Mitchell et al., 1983; Rios e Pizarro, 1991; Melzer et al., 1995). La 

copiosa fuoriuscita di calcio dal reticolo innesca il movimento delle proteine contrattili 

detto appunto accoppiamento eccitazione-contrazione (EC coupling). 
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Figura 4. Schema di un segmento di muscolo. Il sarcolemma e le fibrille muscolari sono 
parzialmente tagliate. Si possono notare: le invaginazioni dei tubuli T (T e 5) a livello 
della transizione fra le bande A e I, due volte in un sarcomero. Esse si associano alle 
cisterne terminali del reticolo sarcoplasmatico (3) formando le triadi. Fra le miofibrille vi 
sono numerosi mitocondri (4). Nelle superfici di taglio delle miofibrille (1) si riconoscono 
i filamenti spessi e sottili. Il sarcolemma è circondato da una lamina basale (7) e da fibre 
reticolari (8). (Immagine tratta dal libro di testo Compendio di Istologia, L.C. Junqueira;J. 
Carneiro; R. Kelley) 

 

Le cellule muscolari mature possiedono quantità trascurabili di reticolo sarcoplasmatico 

rugoso e di ribosomi. 

Altro componente strutturale invece presente in grande quantità è rappresentato dai 

MITOCONDRI, anche se sono presenti in numero ridotto nelle fibre di tipo rapido. Sono 

organelli membranosi dotati di un sistema di membrane interne dette creste e ricchi di 

enzimi del ciclo di Krebs. Questi organelli sono deputati alla respirazione cellulare per il 

rifornimento energetico delle attività metaboliche cellulari mediante rilascio di ATP. 

Nel sarcoplasma si trovano inoltre in abbondanza il GLICOGENO sotto forma di granuli 

grossolani distribuiti lungo le miofibrille, i quali fungono da deposito di energia utilizzata 

durante la contrazione muscolare. Sono inoltre presenti i LIPIDI raccolti in vacuoli, 

anch’essi utilizzati come combustibili cellulari. Un altro componente del sarcoplasma è 
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la MIOGLOBINA, simile all’emoglobina a cui si deve in gran parte il colore rosso scuro 

di alcuni muscoli. La mioglobina funge da pigmento che immagazzina l’ossigeno che 

diffonde dai capillari sanguigni tra le fibre. 

 

1.5. SISTEMA DI PRODUZIONE DELL’ENERGIA 

Le cellule muscolari scheletriche sono ben adattate alla produzione discontinua di 

lavoro meccanico mediante la liberazione di energia, e devono inoltre essere provviste 

di fonti di energia per soddisfare le esplosioni di attività. Il tessuto muscolare ottiene l’ 

energia più prontamente disponibile dalla demolizione degli acidi grassi e del glucosio e 

verrà conservata sotto forma di ATP e di fosfocreatina, composti contenenti fosfato (P) 

ricco di energia. La molecola di glucosio è un eccellente combustibile che viene 

immagazzinato sotto forma di polimeri che possono venir rapidamente scissi nel caso 

dell’aumento della domanda energetica e rappresenta un precursore versatile poiché 

genera diversi intermedi metabolici. Il glucosio viene importato nel muscolo scheletrico 

attraverso un trasportatore denominato GLUT4 che è insulino dipendente. Pertanto 

quando la concentrazione di glucosio nel sangue è elevata (dopo un pasto) e vi è 

rilascio di insulina, il muscolo funge da deposito di glucosio. Oltre a rappresentare una 

forma di accumolo di energia,  il glucosio è anche la forma con la quale l’energia viene 

trasferita alle cellule.  Nel citosol della cellula vi sono complessi multienzimatici che 

prendono parte alla Glicolisi, la reazione in cui una molecola di Glucosio viene scissa  in 

più passaggi catalizzati da enzimi diversi, in due molecole di Piruvato. Con la Glicolisi si 

mantiene costante il livello di ATP nel caso dovesse servire rapidamente. Il destino poi 

del Piruvato dipende dal tipo di cellula e dalle esigenze metaboliche del momento. 

Questo composto può seguire una via anabolica, che porta alla sintesi dell’aminoacido 

Alanina, o due vie cataboliche: 1) 2 Acetil CoA che entra nel ciclo di Krebs o ciclo 

dell’acido citrico per dare 4CO2 + 4H2O, in condizioni aerobiche; 2) 2 Lattato, 

fermentazione nel muscolo in condizioni anaerobiche. Quest’ultima via è detta  lattica o 

lattacida ed avviene quando un tessuto, come un muscolo, che si sta contraendo 

violentemente, deve funzionare in condizioni anaerobiche. Il piruvato non può esser 

ulteriormente ossidato per la mancanza di ossigeno, e viene così ridotto a Lattato 

(forma dissociata dell’acido lattico). Nel muscolo l’energia chimica è disponibile anche 

nei depositi di glicogeno, costituenti circa lo 0.51% del peso del muscolo. Nel muscolo a 

riposo o durante la ripresa dopo la contrazione, il substrato principale è costituito dagli 
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acidi grassi, i quali vengono demoliti ad Acetato dagli enzimi della • -ossidazione ubicati 

nella matrice mitocondriale. L’Acetato viene poi ulteriormente ossidato nel Ciclo 

dell’Acido Citrico e l’energia risultante viene conservata sotto forma di ATP. Gli acidi 

grassi sono la principale sorgente di energia nel muscolo scheletrico degli atleti di 

fondo, come i maratoneti. Quando i muscoli scheletrici sono sottoposti ad uno sforzo 

breve “sprint”, seguono la via descritta precedentemente, metabolizzando rapidamente 

il glucosio, proveniente dalle riserve muscolari di glicogeno, in Lattato provocando un 

debito di ossigeno che verrà colmato durante il periodo di ripresa.  Il Lattato poi viene 

esportato dal muscolo al fegato dove viene riconvertito in glucosio. 

 

1.6. CLASSIFICAZIONE DELLE FIBRE MUSCOLARI 

Le fibre muscolari conservano la loro organizzazione strutturale di base, ma dal punto di 

vista morfologico-citologico (rapporto tra citoplasma e miofibrille o struttura del reticolo 

sarcoplasmatico), istochimico-biochimico (contenuto in mioglobina) e funzionale-

metabolico si possono riconoscere principalmente due tipi di fibre muscolari: 

- Fibre di tipo I, fibre lente o rosse “SLOW TWITCH FIBERS” che formano i 

muscoli tonici, contengono molta mioglobina e citocromo che impartiscono loro il 

colore rosso scuro. Sono capaci di utilizzare grandi quantità di ossigeno nell’unità 

di tempo (minuto), in quanto sono circondate da una fitta rete capillare. Sono le 

fibre più adatte agli sforzi prolungati poiché si contraggono e rilassano 

lentamente, ma sono capaci di svolgere un’attività vigorosa e continua. Le fibre 

di tipo I sono perciò considerate le fibre resistenti alla fatica muscolare (Pette e 

Spamer,1986; Pette e Staron,1988). La loro energia deriva dalla fosforilazione 

ossidativa perciò contengono un gran numero di mitocondri, sede del 

metabolismo aerobico. 

- Fibre di tipo II, fibre veloci o bianche “FAST TWITCH FIBERS” che fanno parte 

dei muscoli definiti fasici, per l’attività esplosiva e potente. Appaiono bianche 

poiché hanno un basso contenuto di mioglobina e citocromo. Sono le fibre più 

veloci, ma hanno normalmente minore resistenza, infatti non sopportano il lavoro 

muscolare continuo e pesante. 

Si distinguono sottotipi di fibre di tipo II: 
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- Fibre di tipo IIA, veloci ossidative “FAST TWITCH OXIDATIVE” ricche di 

mioglobina e capaci di utilizzare grandi quantità di ossigeno. Se opportunamente 

allenate sono in grado di diventare simili alle fibre di tipo I. 

- Fibre di tipo IIB, veloci glicolitiche “FAST TWITCH GLYCOLYTIC” così definite 

perché prediligono il metabolismo glicolitico di tipo anaerobico che porta alla 

produzione di acido lattico. Lo scarso contenuto di mioglobina conferisce loro un 

colore pallido (Gauthier, 1969). Possiedono una quantità maggiore di miofibrille, 

il reticolo sarcoplasmatico è ben sviluppato e le attività enzimatiche della miosina 

e della pompa Ca2+-ATPasi sono ben sviluppate, permettendo così rapida 

velocità di contrazione e di rilasciamento.  

- Fibre di tipo IIX, che hanno caratteristiche intermedie tra le IIA e le IIB (dalle 

quali queste ultime probabilmente prendono origine) presenti in numero limitato. 
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  Tipo I, "ST" Tipo IIA, "FT" Tipo IIB,"FT" 

Tipo IIX, in 

adulti 

diame tro    

pic c o lo  c o n 

tanti 

g rande  c o n 

po c hi 

g rande  c o n 

po c hi inte rme die  tra  

fibra    c apillari   c apillari   c apillari   IIA e  IIB   

c o lo re    ro sso    ro sso    b ianc o    inte rme die  tra  

                IIA e  IIB   

mio g lo b ina  e  e le vati   sc arsi   sc arsi   inte rme die  tra  

mito c o ndri             IIA e  IIB   

g lic o ge no  e le vato    sc arso    sc arso    inte rme die  tra  

                IIA e  IIB   

tipo  di   sc o ssa  le nta  sc o ssa  rapida  sc o ssa  rapida  inte rme die  tra  

c o ntrazio ne              IIA e  IIB   

a ffatic abilità  sc arsa    inte rme dia  rapida    inte rme die  tra  

                IIA e  IIB   

me tabo lismo  Fo sfo rilazio ne  

Glic o lisi 

a lattac ida  

Glic o lisi 

a lattac ida  inte rme die  tra  

pro duzio ne  ATP o ssid. Ae ro bic a  Fo sf.o ssidativa  Fo sf.o ssidativa  IIA e  IIB   

a ttività  lattic a  sc arsa    inte rme dia  o  e le vata    inte rme die  tra  

de idro ge nasic a      e le vata        IIA e  IIB   

a ttività  ATPasic a  sc arsa    e le vata    e le vata    inte rme die  tra  

                IIA e  IIB   
 

Tabella 1. Caratteristiche dei diversi tipi di fibre del muscolo scheletrico. 

 

In genere la suddivisione delle fibre nei vari tipi e sottotipi è in gran parte determinata 

geneticamente. Le varie tipologie di fibre possono caratterizzare prevalentemente 

muscoli diversi, infatti esistono muscoli bianchi ricchi di fibre di tipo II (Extensor 

Digitorum Longus, EDL) o muscoli rossi composti da fibre di tipo I (Soleus), ma esistono 

anche muscoli definiti misti (Flexor Digitorum Brevis, FDB) in cui sono presenti 

entrambe le tipologie di fibre in diverso rapporto, ma con lieve prevalenza delle miofibre 

di tipo II (Calderon et al. 2009). Inoltre lo stesso muscolo può variare da specie a specie 

o addirittura tra individui della stessa specie (Johnson et al., 1973) a significare che 

oltre ai geni sia l’allenamento che l’ambiente possono influenzare la composizione 

muscolare. 
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1.7. SISTEMA NERVOSO CENTRALE, INNERVAZIONE E CONTRAZIONE 

MUSCOLARE 

Il sistema nervoso centrale controlla la motilità muscolare scheletrica attraverso diverse 

vie ed una di queste comprende il motoneurone delle placche muscolari a contatto con 

le fibre muscolari contrattili. Tale complesso si definisce UNITA’ MOTORIA. 

Nel muscolo scheletrico i nervi motori mielinici perdono la guaina mielinica e si 

ramificano nel tessuto connettivo del perimisio formando numerosi ramuscoli terminali. 

Tali sinapsi che gli assoni dei Motoneuroni stabiliscono con le fibre muscolari vengono 

definite GIUNZIONI NEUROMUSCOLARI/MIONEURALI O PLACCA MOTRICE. Entro il 

terminale assonico vi sono numerosi mitocondri e vescicole sinaptiche contenenti il 

neurotrasmettitore Acetilcolina (Ach).  

                        

Figura 7: Ultrastruttura della placca motrice e meccanismo della contrazione. In alto a 
destra si illustra la ramificazione di un piccolo nervo con una placca motrice per ogni 
fibra muscolare. Nel disegno centrale è ingrandito uno dei terminali bulbosi di una 
placca motrice, dove si notano le vescicole sinaptiche nel terminale assonico dilatato. 
Nella regione della membrana plasmatica si notano fessure e creste note come fessure 
sinaptiche secondarie. L’assone perde la guaina mielinica ed entra in intimo contatto 
con la fibra. La contrazione inizia quando dalle vescicole sinaptiche viene liberata 
l’acetilcolina, un neurotrasmettitore che promuove un aumento localizzato della 
permeabilità del sarcolemma la quale viene successivamente propagata al resto della 
fibra ed attraverso le invaginazioni dei tubuli T viene trasferita al reticolo 
sarcoplasmatico (SR). L’aumento di permeabilità del SR favorisce la liberazione del 
calcio dalle cisterne, il quale innesca il meccanismo dello scorrimento dei filamenti 
proprio della contrazione muscolare. I filamenti sottili scorrono tra i filamenti spessi 
riducendo la distanza fra le linee Z, e di conseguenza una riduzione delle dimensioni di 
tutte le bande, eccettuata la banda A. (Immagine tratta dal libro di testo Compendio di 
Istologia, L.C. Junqueira;J. Carneiro; R. Kelley) 
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Quando un potenziale d’azione si propaga dalla fibra motrice alla placca motrice, si ha 

la depolarizzazione della membrana plasmatica del terminale presinaptico, che provoca 

l’apertura transitoria dei canali calcio. Gli ioni calcio entrano nel terminale presinaptico 

secondo il gradiente di potenziale elettrochimico, si fondono con le vescicole sinaptiche 

e si ha secrezione di Acetilcolina per esocitosi. Il neurotrasmettitore si lega ai recettori 

adrenergici che si trovano sulla superficie esterna della placca motrice, provocando un 

aumento transitorio della permeabilità aspecifica del sarcolemma della fibra muscolare 

per gli ioni sodio e potassio determinando la depolarizzazione del sarcolemma. 

Contemporaneamente l’acetilcolina eccedente viene idrolizzata rapidamente a colina e 

acetato grazie all’enzima acetilcolinesterasi, diffuso su tutta la superficie del 

sarcolemma. Il potenziale di placca viene definito transitorio poichè la demolizione 

dell’acetilcolina è necessaria per impedire il contatto prolungato del trasmettitore con i 

recettori sul sarcolemma. 

La depolarizzazione innescata si propaga lungo tutta la superficie della fibra muscolare, 

per conduzione elettrica alla regione limitrofa, ed entro le fibre attraverso il sistema dei 

tubuli T. In ciascuna triade vi è un aumento della permeabilità e se l’intensità è tale da 

raggiungere la soglia di eccitabilità, il segnale di depolarizzazione dal recettore delle 

Diidropiridine (DHPR) voltaggio dipendente viene trasferito alla regione di fronte sul 

reticolo sarcoplasmatico, dove si trova il canale di rilascio della Ryanodina, al quale è 

anatomicamente accoppiato, provocando la liberazione degli ioni calcio dal reticolo. Gli 

ioni calcio si legano alle proteine dei filamenti sottili di actina che scorrono sui filamenti 

spessi di miosina determinando la contrazione muscolare. Si stima che un singolo 

potenziale d’azione nel muscolo scheletrico favorisca la liberazione di circa il 10 % del 

calcio rilasciabile dal SR. La depolarizzazione cessa quando gli ioni calcio vengono 

attivamente riportati all’interno delle cisterne del reticolo sarcoplasmatico tramite una 

pompa Ca2+/ATPasi che opera con trasporto attivo in un rapporto stechiometrico pari a 

3 Ca2+ : 1 ATP. Diminuendo la concentrazione degli ioni calcio nel sarcoplasma, il 

muscolo si rilascia. 
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1.8. OMEOSTASI DEL CALCIO NEL MUSCOLO SCHELETRICO 

L’omeostasi cellulare è il mantenimento della concentrazione chimica di ioni e molecole 

tra compartimenti diversi separati da una membrana semipermeabile. L’equilibrio deve 

mantenersi nel tempo ed al variare delle condizioni esterne permettendo così alle 

cellule di sopravvivere. 

Nelle fibre muscolari elevate quantità di calcio vengono rilasciate dai depositi 

intracellulari del reticolo sarcoplasmatico ed una piccola quantità proviene dall’esterno, 

mentre negli altri tipi cellulari, sprovvisti di strutture specializzate, la fonte di calcio è 

extracellulare ed il flusso della corrente verso l’interno viene mediato da canali 

specializzati. 

La concentrazione di calcio intracellulare libero all’interno del citosol si aggira attorno a 

livelli estremamente bassi, al di sotto di 10-7 M (circa 1000 volte più bassa rispetto 

all’esterno), contro concentrazioni di calcio extracellulari pari a 10-3 M (Makoto, 2006). 

Tale differenza di concentrazione tra interno ed esterno è dovuta al fatto che il calcio 

all’interno del citoplasma è a sua volta sequestrato all’interno di organelli di deposito 

delimitati da membrana, quali il reticolo sarcoplasmatico nelle cellule muscolari, reticolo 

endoplasmatico e mitocondri nelle altre cellule. I mitocondri sono presenti anche nelle 

fibre muscolari, ma in condizioni fisiologiche partecipano solamente in minima parte ai 

flussi di calcio intracellulari, in quanto sono deputati principalmente nella regolazione 

dell’attività degli enzimi mitocondriali del metabolismo ossidativo. Il SR con il sistema di 

membrane altamente sviluppato ed essendo l’ organello di stoccaggio del calcio, è 

legato alla omeostasi di questo ione e mantiene al suo interno una elevata 

concentrazione di calcio che si aggira attorno a 2 mM, grazie a meccanismi di trasporto 

attivo. La principale proteina responsabile del mantenimento di questo disequilibrio 

chimico intracellulare è la pompa Ca2+-ATPasi che opera a carattere di uniporto. Il 

pompaggio degli ioni avviene contro un gradiente di concentrazione elevato e perciò 

necessita di quantità elevate di energia sotto forma di ATP. La pompa trasferisce due 

ioni calcio per ogni molecola di ATP che viene idrolizzata. Tale pompa è presente non 

soltanto sulla membrana degli organelli intracellulari, ma si trova anche sulla membrana 

citoplasmatica di tutte le cellule mantenendo l’omeostasi cellulare. Queste pompe 

ubicate in zone diverse della cellula presentano similitudini per quanto riguarda il 

meccanismo d’azione, ma differiscono a livello strutturale e modulatorio (Reeves et al., 

1979).  
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1.9. PROTEINE COINVOLTE NELL’OMEOSTASI DEL CALCIO 

 Le proteine che legano calcio e partecipano alla omeostasi del calcio si raggruppano 

principalmente in due gruppi: 

1. Proteine transmembrana o integrali, incorporate nella membrana cellulare, 

capaci di regolare le correnti del calcio tra interno ed esterno della cellula e tra 

citosol ed organelli. Si tratta di proteine canali. 

2. Proteine solubili o luminali presenti nel sarcoplasma e nel reticolo 

sarcoplasmatico, capaci  di legare il calcio grazie ad un motivo strutturale ad 

ansa capace di ospitare gli ioni calcio. 

A seconda della funzione svolta, queste proteine che legano il calcio si possono 

suddividere ulteriormente in tre gruppi: 

1. Proteine coinvolte nella trasduzione dei segnali intracellulari mediati da calcio 

come messaggero. Tali proteine cambiano la loro conformazione dopo aver 

legato il calcio e riescono così ad interagire con altre proteine “target” ed a 

modulare la loro attivazione; 

2. Proteine leganti il calcio con funzione direttamente dipendente da calcio, 

possiedono perciò attività enzimatica calcio dipendente; 

3. Proteine che legano calcio e ne controllano la concentrazione citosolica. 

Fungono da tamponi intracellulari del calcio. 

Esistono inoltre pompe ATPasi o sistemi di estrusione del calcio attraverso la 

membrana plasmatica: 

- Uno scambiatore Na+/Ca2+ che opera in associazione con la pompa Na+/K+; 

- Le Ca2+ -ATPasi descritte precedentemente come le principali pompe per il flusso 

del calcio. 

Partecipano inoltre alla omeostasi del calcio nel muscolo scheletrico: 

-  i canali per il Ca2+ dipendenti dal voltaggio;  

- canali per il calcio controllati da ligandi che si aprono in seguito al legame con 

una molecola segnale;  

- i canali controllati da meccanismi intracellulari tipo IP3, cAMP,ecc. 
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Tutte queste proteine leganti calcio agiscono in sinergia e tramite la rete di interazioni 

che stabiliscono hanno origine cascate di reazioni che portano al ciclo di contrazione-

rilasciamento muscolare. Il calcio è un messaggero molto importante poiché molte 

funzioni intracellulari sono sensibili alle variazioni di concentrazione del calcio citosolico. 

Nelle fibre muscolari a riposo la concentrazione di calcio è pari a 0,1 µM (100 nM), 

mentre al momento dello stimolo la concentrazione di calcio aumenta da 10 a 100 volte 

fino ad arrivare a 1-10 µM; ma anche piccoli incrementi di concentrazione possono 

determinare effetti elevati. Oltre alle variazioni di potenziale capaci di aumentare la 

permeabilità della membrana al calcio, anche stimoli determinati dai cambiamenti dei 

livelli ormonali determinano un aumento del calcio intracellulare e portano anch’essi 

all’attivazione di reazioni calcio-sensibili. 

 

 

1.10. CANALI CALCIO SULLA MEMBRANA PLASMATICA 

1.10.1. IL RECETTORE DELLE DIIDROPIRIDINE (DHPR). 

Il recettore delle Diidropiridine appartiene alla famiglia di canali calcio sensibili al 

voltaggio di tipo L (long lasting), che si attiva successivamente ad elevate 

depolarizzazioni della membrana (High Voltage Activated, HVA). E’ maggiormente 

presente nel muscolo scheletrico, ma lo si trova anche nel cuore e nel cervello. 

Esistono isoforme diverse in quanto sono codificati da geni diversi che conferiscono loro 

una regolazione distinta ed una struttura differente, infatti sia nel cuore che nel cervello 

manca la subunità •  (Ertel et al., 2000). Per di più, il DHPR nel cuore funziona da 

canale del calcio voltaggio dipendente, ma la copiosa quantità di calcio che lascia 

passare dall’ambiente esterno aumenta la concentrazione citoplasmatica di calcio che 

va così a legarsi al dominio citoplasmatico del recettore della Ryanodina (tipo 2 nel 

cuore). Tale legame è responsabile della fuoriuscita ulteriore di calcio dal reticolo 

sarcoplasmatico (Rilascio Indotto da Calcio, CIRC). 

Nel muscolo scheletrico, il recettore delle Diidropiridine si trova sulla membrana 

plasmatica localizzato sui Tubuli T ed il suo orientamento spaziale lo rende in intima 

relazione con il recettore della Ryanodina (RyR-1) sul reticolo sarcoplasmatico. 

Entrambi i recettori, ciascuno sulle proprie membrane, appaiono come delle file 
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altamente ordinate separate da 12 nm di mioplasma (Block et al., 1988; Franzini-

Armstrong & Jorgensen, 1994; Paolini et al., 2004)  

 Il DHPR del muscolo scheletrico è formato da 5 subunità proteiche distinte: 

1. Cav1.1 (• 1s), la subunità principale che funge da sensore del voltaggio e 

costituisce il canale ionico. Possiede un peso molecolare di 175 KDa, che prende 

origine da una forma di 212 KDa tagliata nel dominio carbossiterminale ad opera 

di proteasi (Catterall, 2000b; Tanabe et al., 1987). La subunità • 1 è sua volta 

formata da 4 unità ripetute (I,II,III,IV) aventi funzioni diverse, ciascuno composto 

da 6 segmenti (S1-S6)(Bannister, 2007)  

Il dominio I determina le cinetiche di attivazione del canale, che sono lente nel 

muscolo scheletrico e veloci nel muscolo cardiaco (Tanabe et al., 1991). 

L’ansa • 1 I-II,  è in contatto con la subunità •  del DHPR stesso anche se non è 

chiaro se la subunità •  sia direttamente coinvolta nell’attività di trasduzione del 

voltaggio. Ciò che è chiaro è che l’interazione • 1 I-II / •  migliora la 

conformazione di membrana del DHPR (Strube et al., 1996; Neuhuber et al., 

1998; Schredelseker et al., 2005) rispetto a RyR-1, in quanto vi è una diretta 

interazione della subunità  •   con un gruppo di residui carichi positivamente sulla 

regione del piede di RyR-1 (Cheng et al., 2005) che interagisce con la proteina 

JP45.  

L’ansa • 1 II-III, rappresenta la parte che direttamente interagisce  con il recettore 

RyR-1 e per questo sembra esser l’elemento determinante nel processo di EC 

coupling (Tanabe et al., 1990a; Protasi et al., 2002). In esperimenti su miotubi 

disgenici, è stata  identificata una regione di 46 aminoacidi (720-765), la quale è 

necessaria per promuovere il rilascio del calcio da RyR-1 in risposta alla 

depolarizzazione della membrana, segnale definito ortogrado (Nakai et al., 

1998b). Tuttavia, tale ansa sembra esser necessaria per potenziare la corrente 

del calcio di tipo L poiché  proveniente dal DHPR, ad opera di segnali inviati da 

RyR-1, accoppiamento retrogrado (Nakai et al., 1996,1998; Avila e Dirksen, 

2000).  

L’ansa • 1 III-IV, sembra esser la parte responsabile di una mutazione del DHPR 

collegata ad una malattia autosomica dominante detta Ipertermia maligna (MH) 

che colpisce principalmente il recettore RyR-1. Nonostante questa 
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partecipazione allo sviluppo della malattia, non è ancora stato studiato il 

potenziale ruolo dell’ansa III-IV nel’accoppiamento eccitazione-contrazione. 

Sul lato mioplasmatico, vi sono inoltre l’estremità • 1 amino-terminale (N-

terminus), la quale non gioca un ruolo significante nella contrazione muscolare; e 

l’estremità • 1 carbossi-terminale (C-terminus), caratterizzata da diversi motivi 

che ne facilitano l’interazione con diverse proteine, quali il recettore della 

Rianodina, Calmodulina (CaM), la proteina trasmembrana JP45 che a sua volta 

interagisce con la proteina luminale Calsequestrina (CSQ-1) del reticolo 

sarcoplasmatico, ed in fine con la proteina strutturale AKAP15.  

La subunità • 1 rappresenta anche il sito di legame per le molecole antagoniste 

del recettore, quali il farmaco diidropiridina 

2. Subunità • 2 di 143 KDa; 

3. Subunità •  di 54 KDa; 

4. Subunità •  di 30 KDa; 

5. Subunità •  di 26 KDa.   

Nel muscolo scheletrico, la ridotta corrente calcio che attraversa il recettore delle 

Diidropiridine, si pensa che non intervenga nel meccanismo di eccitazione-contrazione, 

ma bensì è proprio la depolarizzazione del DHPR che induce cambiamenti nella propria 

conformazione che sono avvertiti dal recettore RyR-1 determinandone l’apertura ed 

innescando la contrazione muscolare. 

 

1.10.2. I CANALI IONICI TRP (TRANSIENT RECEPTOR POTENTIAL) 

Si tratta di una famiglia di canali ionici permeabili a cationi mono e bivalenti. Se ne 

conoscono più di 30 tipi (Hardie, 2001) e in base alle omologie di sequenza sono stati 

raggruppati in 7 sottofamiglie: TRPM (Melastatin); TRPV (Vanilloid); TRPML 

(Mucolipin); TRPP (Polycystin); TRPA (Ankyrin); TRPN (no mechanoreceptor potential 

C) e TRPC (Canonical). In base a similitudini strutturali e funzionali la famiglia TRPC è 

a sua volta suddivisa in 4 sottofamiglie: TRPC1; TRPC2; TRPC3, TRPC6 e TRPC7; 

TRPC4 e TRPC5 (Ambudkar et al., 2006). 

Nel muscolo scheletrico sono espressi i canali TRPC, responsabili dell’influsso di calcio 

dall’esterno verso l’ambiente cellulare, i quali vengono attivati in seguito a meccanismi 
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dipendenti dalla fosfolipasi C (PLC) ed in alcuni casi sono direttamente accoppiati a 

PLC . La fosfolipasi C è responsabile della produzione di Inositolo trifosfato (IP3) e di 

Diacilglicerolo (DAG), molecole che si comportano come secondi messaggeri in quanto 

attivano direttamente i canali TRPC sulla membrana cellulare, tramite un meccanismo 

definito “Receptor-Operated Ca2+ entry” (ROC) (Claphan, 2003; Minke & Selinger, 

1992).  Il ruolo preciso dei canali TRPC non è ancora del tutto chiarito e fino ad ora 

diversi studi hanno cercato di identificarli. L’inositolo trifosfato (IP3) induce il rilascio di 

calcio dal reticolo sarcoplasmatico e diversi lavori proponevano che i canali TRPC, 

tranne l’isoforma TRPC6, si attivassero in seguito a tale deplezione del calcio dai 

depositi intracellulari secondo un meccanismo detto “Store-operated Ca2+ entry” (SOC) 

(Venkatachalam et al., 2002). Dopo diverse sfide che sostenevano che i TRPC1 

potessero costituire un componente dei canali “Store-Operated” (Beech et al., 2003;  

Ambudkar et al., 2007) associati ad altri canali detti Orai (Kim et al., 2009) e con STIM1, 

un sensore del calcio intracellulare (Liao et al., 2008); altri sostennero la tesi contraria, 

ovvero che tale meccanismo fosse indipendente dai canali TRPC1 (DeHaven et al., 

2009). Un lavoro recente afferma che esiste una corrente di calcio proveniente 

dall’esterno che è indipendente dai “store-operated”  e che non implica Orai e STIM, ma 

piuttosto pare provenire attraverso i tubuli T, ma ciò che non è chiaro sono i componenti 

che vi partecipano (Lyfenko e Dirksen, 2008). 

Un recente studio sostiene che i canali TRPC1 siano responsabili in minima parte 

dell’entrata di calcio dall’esterno nelle fibre a riposo (circa il 12% dell’influsso totale di 

calcio), ma che siano capaci di  modulare un’entrata di calcio maggiore durante 

contrazioni muscolari ripetute sostenendo così la forza muscolare prodotta. Per di più è 

stato dimostrato che l’attività dei canali TRPC1 non sia dipendente dal meccanismo 

“Store-operated Ca2+ entry” (Zanou et al., 2009). 

 

 

1.11. POMPE CALCIO SULLA MEMBRANA PLASMATICA 

Le ATPasi ioniche o pompe ioniche trasportano ioni contro gradiente a spese di ATP 

che viene idrolizzata. La pompa Na+/K+ o ATPasi Na+/K+- dipendente è un etero dimero, 

presenta un peptide a catena •  con 10 domini trasmembrana, i quali nella parte 

extracellulare rappresentano il sito di interazione con farmaci capaci di inattivare la 

pompa; ed un peptide a catena •  glicosilato avente funzione regolatoria. Si conoscono 
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due pompe per il calcio di questo tipo: quella sulla membrana plasmatica (PMCA) che 

estrude il calcio dal citosol e la pompa sul reticolo sarcoplasmatico (SERCA) che 

trasporta il calcio dal citosol alle cisterne del reticolo. Entrambe sono etero dimeri e 

codificate da geni diversi e rappresentano l’80% del contenuto proteico totale del 

reticolo longitudinale della fibra striata. 

Esistono inoltre diverse isoforme di ATPasi protoniche, le quali trasportano ioni contro 

gradiente accumulando potenziale e acidificando il microambiente ricevente. I due tipi 

principali sono la ATPasi H+-dipendente vacuolare o V-H+-ATPasi tipica dei lisosomi e 

quella di membrana. 

 

 

1.11.1.  Ca2+ -ATPasi SUL PLASMALEMMA O POMPA PMCA 

Le Ca2+ -ATPasi della membrana plasmatica (PMCA) sono proteine di circa 130 KDa 

presenti in molte cellule eucariotiche (Guerini et al., 1998). La struttura di queste pompe 

è costituita appunto da 10 domini di transmembrana e circa l’80% della proteina si 

affaccia sul citoplasma della cellula, mentre solamente un corto segmento sporge sul 

lato extracellulare. La funzione di queste pompe è quella di catalizzare il trasporto del 

calcio dal citoplasma della cellula all’esterno tramite un meccanismo ATP-dipendente. 

E’ in grado di rimuovere dalla cellula 3 moli di calcio/minuto/litro per ogni molecola di 

ATP idrolizzata (Salviati et al., 1982). L’attivatore fisiologico della pompa è il calcio 

complessato alla proteina calmodulina. Esistono quattro diverse isoforme di pompe 

PMCA (PMCA1-PMCA4) codificate da quattro geni diversi. Le isoforme PMCA1 e 

PMCA4 sono espresse nei tessuti adulti, mentre le PMCA2 e PMCA3 sono 

principalmente espresse nel sistema nervoso e nel muscolo scheletrico (Fresu et al., 

1999; Strehler & Zacharias, 2001).  
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1.11.2. POMPE O SCAMBIATORI Na+/Ca2+ E POMPE Na+/K+ SULLA MEMBRANA 

PLASMATICA 

Sulla membrana plasmatica delle cellule vi è lo scambiatore Na+/Ca2+ che scambia 3 

ioni sodio per ogni ione calcio trasportato dal citoplasma verso l’esterno della cellula, 

utilizzando l’energia proveniente dal co-trasporto del sodio ad opera di un’altra pompa 

Na+/K+. Quest’ultima è un’altra ATPasi capace di estrudere 3 ioni Na+ fuori dalla cellula 

e di pompare 2 ioni K+ nel citoplasma, tramite un meccanismo ATP dipendente. Lo 

scambiatore Na+/Ca2+, nella sua forma fosforilata, presenta alta affinità per il calcio 

intracellulare e per il sodio extracellulare e viene attivato da una concentrazione interna 

di calcio compresa tra 0,1-1,0 µM. Tale sistema di estrusione è elettrogenico, perciò la 

direzione in cui vengono trasportati sia il calcio che il sodio dipende dal potenziale di 

membrana (Reeves et al., 1979). 

 

 

1.12.CANALI CALCIO SULLA MEMBRANA DEL RETICOLO SARCOPLASMATICO 

1.12.1.IL RECETTORE DELLA RYANODINA 

 Il recettore della Ryanodina (RyR) è una proteina sulla membrana del reticolo 

sarcoplasmatico, che forma un complesso omotetramerico, composto da 4 subunità 

identiche. Ogni monomero presenta una sequenza aminoacidica di circa 5000 aa ed un 

peso molecolare di circa 560 KDa. E’ composta da una regione idrofilica amino 

terminale (NH2) di circa 4000 aa ed una regione idrofobica carbossiterminale (COOH) 

più piccola, circa 1000 aa, entrambe rivolte sul lato citoplasmatico. La maggior parte del 

recettore (90%) si trova nel citoplasma e tale porzione di recettore costituisce i piedi 

giunzionali (Junctional Feet) che si osservano sulle cisterne terminali del reticolo e si 

affacciano ai recettori delle Diidropiridine sui tubuli T. Esistono diverse isoforme 

codificate da geni diversi ed espresse in tessuti differenti:  

- RyR-1 espressa principalmente nel muscolo scheletrico sia di tipo rapido che 

lento. Il gene che la codifica si trova sul cromosoma 19 (banda q13.1); 

- RyR-2 che si trova nel cuore ed è codificato da un gene sul cromosoma 1. Analisi 

hanno evidenziato una somiglianza del 60% con l’isoforma RyR-1, che 

corrisponde ai segmenti transmembrana che formano il canale; 
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- RyR-3 espressa principalmente nel cervello, ma anche in cellule non eccitabili. 

Tutte queste isoforme dimostrano di avere caratteristiche simili ma non identiche di 

conduttanza e proprietà farmacologiche, in quanto RyR-2 e RyR-3  vengono inibiti da 

concentrazioni di calcio superiori rispetto a RyR-1 e quest’ultimo è più sensibile 

all’azione del Mg2+ rispetto agli altri 2 tipi.  

Il recettore della Ryanodina è modulato da diversi fattori, quali agenti fisiologici (Ca2+, 

Mg2+, ATP) e diversi processi cellulari (fosforilazione, ossidazione) (Meissner, 1994). 

Nel muscolo scheletrico il calcio svolge un’azione complessa sul recettore RyR-1, in 

quanto basse concentrazioni di calcio (1-10 µM) attivano il recettore, mentre alte 

concentrazioni (1-10 mM) lo inibiscono. Il calcio è inoltre capace di influenzare il 

recettore attraverso i siti di legame sulla parte luminale del recettore (Copello et al., 

1997; Meissner et al., 1997). Il Mg2+ inibisce il recettore a concentrazioni millimolari (1 

mM) e compete con il calcio sullo stesso legame, abbassando la sensibilità al calcio del 

recettore (Meissner, 1986). Il recettore è inoltre regolato da agenti farmacologici: la 

caffeina che attiva il recettore a concentrazioni millimolari e induce la contrazione 

muscolare a livelli inferiori di 2 mM; la rianodina, un alcaloide estratto dalla pianta 

Ryana, che è dose dipendente in modo inversamente proporzionale, in quanto basse 

concentrazioni (10 nM) determinano l’apertura del canale, mentre alte concentrazioni 

(50-100 µM) bloccano il canale; il rosso rutenio e 4 Cloro-cresolo (Fessenden et al., 

2003; Sun et al., 2003).   

Il recettore della Ryanodina-1 fa parte della famiglia di canali del rilascio di calcio 

intracellulare che si trova nel SR. Le funzioni principali sono quindi di regolare i segnali 

calcio intracellulari modulando la fuoriuscita del calcio dalle cisterne terminali del 

reticolo al fine della contrazione e quella di regolare il recettore delle Diidropiridine, in 

quanto l’interazione tra DHPR e RyR-1,  essenziale per la contrazione muscolare 

assieme ad altre proteine accessorie, origina un segnale bidirezionale. La 

depolarizzazione della membrana plasmatica, innesca  un segnale ortogrado, capace di 

regolare l’accoppiamento eccitazione-contrazione, poichè i cambiamenti 

conformazionali di Cav1.1 (• 1s) del recettore DHPR vengono trasmessi fisicamente al 

recettore della Ryanodina determinandone l’apertura. A sua volta il Recettore della 

Ryanodina determina un segnale definito retrogrado regolando l’organizzazione del 

DHPR in tetradi e modulando l’ampiezza della corrente calcio di tipo L entrante dal 

DHPR stesso (Nakai et al., 1996). 
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Mutazioni nel recettore della Ryanodina sono implicate in alterazioni dell’omeostasi di 

calcio e malattie muscolari quali l’ipertermia maligna (MH), central core disease (CCD) 

ed una forma di multiminicore disease (MmD). 

 

1.12.2. IL RECETTORE DELL’INOSITOLO 1,4,5-TRIFOSFATO (IP3R)  

Il recettore dell’Inositolo 1,4,5-Trifosfato è un canale calcio con peso molecolare di 220-

260 KDa, composto da 4 subunità ciascuna di circa 2700 residui aminoacidici e da 6 

domini trasmembrana. Ogni subunità presenta una regione amino terminale 

citoplasmatica avente il sito per la molecola Inositolo 1,4,5- trifosfato (IP3), una regione 

carbossiterminale che contribuisce alla formazione del canale ed una regione 

intermedia di circa 1700 aa contenente i siti di regolazione del recettore. E’ localizzato 

sulla membrana del reticolo sarcoplasmatico e presenta omologie con il recettore della 

Ryanodina (Jiang et al., 2002; Serysheva et al., 2003). Si tratta di un canale di rilascio 

del calcio e la sua regolazione dipende dall’IP3 e dal calcio stesso. L’attivazione del 

canale comprende una prima fase che vede l’attacco dell’Inositolo Trifosfato (IP3) su 

tutte le subunità del recettore che attiva il canale e lo rende sensibile maggiormente al 

calcio ed una seconda fase che prevede l’attacco del calcio al recettore e la sua 

fuoriuscita verso il citoplasma (Marshall & Taylor, 1994; Taylor & Laude, 2002). Il 

messaggero IP3 è molto importante e la sua produzione è mediata da un meccanismo 

di attivazione della proteina G, che si trova sulla membrana citoplasmatica, la quale si 

dissocia e la subunità •  va ad attivare la fosfolipasi C. La fosfolipasi C poi, attraverso la 

scissione dei fosfolipidi del doppio strato lipidico di membrana, è in grado di produrre 

Diacilglicerolo e Inositolo Trifosfato che attiva il recettore. 

Il recettore è inoltre modulato da proteine leganti il calcio, quali Calmodulina, in quanto 

a concentrazioni basse di calcio la Calmodulina è associata al recettore inattivandolo, 

mentre ad alte concentrazioni di calcio la Calmodulina subisce modificazioni 

conformazionali che la portano ad interagire con regioni diverse del canale 

determinandone l’apertura (Saimi & Kung, 2002; Schumacher et al., 2001). 

Esistono tre diverse isoforme del recettore IP3R e l’espressione è diversa nei diversi 

tessuti, ma molti tessuti contengono più isoforme (Miwako et al., 2005): 

- IP3R1, presente nel cuore, nel fegato, nei reni, nell’ovaio e nelle cellule del 

Purkinje, nel muscolo liscio e nelle cellule satelliti del muscolo scheletrico; 
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- IP3R2, predominante nel cervello; 

- IP3R3, l’isoforma più comunemente presente in tutti i tessuti, incluso nelle isole 

pancreatiche, nei reni e nel tratto gastrointestinale. 

 

1.13. POMPE CALCIO SULLA MEMBRANA DEL RETICOLO SARCOPLASMATICO 

1.13.1. Ca2+-ATPasi DEL RETICOLO SARCOPLASMATICO (SERCA) (Sarcoplasmic 

endoplasmatic Reticulum Calcium ATPase) 

Le Ca2+-ATPasi SERCA sono una famiglia di proteine aventi un peso molecolare di 

circa 110 KDa (MacLennan & Toyofuku, 1992; Martonosi & Pikula, 2003; Toyoshima & 

Nomura, 2002; Toyoshima et al., 2000) e si trovano sulla parte di reticolo 

sarcoplasmatico longitudinale. La funzione di queste pompe è simile alle pompe PMCA 

di membrana plasmatica. Le pompe SERCA sono in grado di trasportare all’interno 

delle cisterne del reticolo 2 ioni calcio per ogni molecola di ATP idrolizzata, scambiando 

2-3 protoni luminali. Tutto ciò è possibile grazie al passaggio della Ca2+-ATPasi da uno 

stato ad alta energia (E1) ad uno stato a bassa energia (E2), che favorisce la 

traslocazione del calcio dal citosol al lume del reticolo contro gradiente elettrochimico 

(Inesi et al., 1995; Lee, 2002; Moller et al., 2005). Possiedono un’alta affinità per il 

calcio (Kd  �  0,1 µM). 

Esistono tre principali isoforme tessuto specifiche SERCA1, SERCA2, SERCA3, che 

sono codificate da geni diversi (Callen et al., 1995; Dode et al., 1996; Otsu et al., 1993). 

Le isoforme SERCA1a e SERCA1b sono preferenzialmente espresse nei muscoli 

neonatali e nei muscoli adulti “Fast Twitch”; la proteina SERCA2a è presente nei 

muscoli neonatali, in cellule non muscolari, nel muscolo cardiaco e nei muscoli aduti 

“Slow Twitch”; l’isoforma SERCA2b si trova nei muscoli lisci e nelle cellule non 

muscolari. 
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1.14. PROTEINE LEGANTI CALCIO E ACCESSORIE DEL RETICOLO 

SARCOPLASMATICO 

      

         

Figura 8: Rappresentazione tridimensionale della TRIADE e di alcune proteine che 
partecipano al meccanismo EC-coupling: 1.Recettore DHPR, via d’entrata del calcio 
ECCE; 2.Recettore della Ryanodina-1; 2.Calsequestrina-1; 4.JP45; 5.Ca2+/ATPasi 
SERCA; 6.Triadina; 7.Giuntina; 8.Orai, via d’entrata del calcio SOCE; 9.STIM1; 
10.Recettore dell’ Inositolo 1,4,5-Trifosfato (IP3R); 11.Pompa PMCA; 12.SRP-27/TRIC; 
13.Calreticulina; 14.ioni calcio. (Immagine realizzata da Adriano e Barbara Mosca) 

 

Tramite esperimenti di frazionamento delle membrane del reticolo sarcoplasmatico che 

sono ricche in proteine leganti calcio (Meissner et al., 1973; Campbell et al., 1980; Saito 

et al., 1984) è stato possibile suddividere generalmente le proteine in: componenti delle 

cisterne terminali (TC) che hanno un ruolo nel rilascio del calcio nel citosol della cellula 

e proteine del reticolo longitudinale (LSR) specializzate nel recuperare il calcio dal 

citosol e stoccarlo all’interno del reticolo. Negli anni, sono state  identificate  le proteine 

che sono localizzate nelle membrane delle facce giunzionali (JFM) delle cisterne 

terminali, le strutture adiacenti ai tubuli T che assieme formano la TRIADE, le quali 

partecipano attivamente al meccanismo dell’accoppiamento Eccitazione-Contrazione 

(EC coupling). Si tratta di proteine quali: Calsequestrina (CSQ-1); JP45; Giuntina 

(Junctin); Triadina (Triadin) oltre che al recettore della Ryanodina (RyR-1) di cui 

abbiamo già discusso, che svolgono la funzione di tampone calcio, trasduzione del 
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segnale, o siti di legame per la formazione di complessi. Queste proteine vengono 

definite componenti maggiori, ma esistono anche proteine accessorie o definite 

componenti proteici minori, quali Sarcalumenina, Phospholamban, Calmodulina (CaM), 

Mitsugumina29 (MG-29), Junctofilina-1, SRP-27/TRIC-A, Junctate, ed altre proteine 

nella parte longitudinale del reticolo, che tramite la loro funzione tampone del calcio o 

modulatoria di altre proteine permettono il corretto coordinamento della contrazione 

muscolare (Rev. Treves et al., 2009). VEDI ARTICOLO 5 a pp.137. 

 

 

1.15. PROTEINE NELLA MEMBRANA DELLA FACCIATA GIUNZIONALE (JFM) 

1.15.1. CALSEQUESTRINA  

La proteina Calsequestrina è la proteina luminale più abbondante del reticolo 

sarcoplasmatico. Ha un peso molecolare di circa 56 KDa e per la sua moderata affinità 

per il calcio (Kd 4x10-5M) e la sua elevata capacità di legare il calcio (40-50 mol Ca2+/ 

mol CSQ) viene considerata principalmente una proteina tampone. La proteina si 

presenta come un monomero formato da tre domini simili legati da corte sequenze 

aminoacidiche, ed un terzo della proteina è formata da residui acidi di istidina che 

conferiscono alla molecola la capacità di legare il calcio. La caratteristica principale di 

questa molecola è che a concentrazioni elevate di calcio libero nel reticolo (~1mM) la 

proteina subisce un ripiegamento (Folding Compaction) e forma dei polimeri con anse 

capaci di intrappolare il calcio; mentre quando le concentrazioni dello ione si riducono 

(tra 10 e 100 µM) la proteina dimerizza. Quando la Calsequestrina si compatta si 

attacca con la estremità aminoacidica (NH2) alle proteine accessorie Giuntina e 

Triadina, anch’esse nella faccia giunzionale della membrana del reticolo (JFM), e si 

collega al recettore della Ryanodina formando un complesso quaternario. Il sito della 

CSQ-1, che si presenta con filamenti lineari vicino RyR-1 e filamenti ramificati nella 

parte luminale del SR, e l’aggregazione di CSQ-1 conferiscono alla proteina il ruolo di 

connessione con RyR-1 mediato da Triadina e Giuntina (Guo et al., 1994; Zhang et al., 

1997) e da altre molecole linkers (Treves, 2009). Esistono due principali isoforme CSQ-

1 scheletrica nelle fibre “Fast Twitch” e “Slow Twitch” e l’isoforma CSQ-2 del muscolo 

cardiaco e nelle fibre di tipo lento (Arai et al., 1992; Biral et al., 1992; Damiani & 

Margreth, 1994). Tuttavia nelle fibre “Fast Twitch” in via di sviluppo sono presenti 

entrambe le isoforme, successivamente la CSQ-2 decresce gradualmente nel muscolo 
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adulto (Park et al., 1998; Sacchetto et al., 1993). La CSQ-2 è simile alla CSQ-1 ma 

quest’ultima nella regione carbossi-terminale (COOH-term) presenta dei residui acidi o 

siti di fosforilazione. 

Da lavori in letteratura pare che l’azione della Calsequestrina sia contrastante: 

esperimenti sulla CSQ-1 attaccata alla faccia giunzionale del reticolo hanno proposto 

una funzione inibitoria della proteina nei confronti del recettore della Ryanodina, in 

quanto l’attività del canale era bloccata (Beard et al., 1999-2002; Wang et al., 2001); 

mentre altri hanno proposto una funzione di attivazione del canale di rilascio (Kawasaki 

& Kasai, 1994; Ohkura et al., 1995). In ogni caso, il cambiamento conformazionale che 

subisce la Calsequestrina dipendente dalla variazione della concentrazione del calcio 

luminale suggerisce che la proteina è capace di regolare il canale di rilascio del calcio 

Ryanodina-1. 

 

 

1.15.2. TRIADINA  

La Triadina è una proteina transmembrana con un peso molecolare di 95 KDa 

localizzata nella porzione giunzionale delle cisterne terminali del reticolo 

sarcoplasmatico. La estremità amino terminale (NH2-ter) si affaccia sul citosol della 

cellula mentre la parte carbossiterminale (COOH-ter) è rivolta verso il lume del reticolo. 

Quest’ultima è ricca di residui residui aminoacidici carichi positivamente che formano un 

dominio definito KEKE, ed inoltre presenta un unico sito per la proteina Calsequestrina 

contenente aspartato. Presenta omologie strutturali e funzionali con la proteina 

Giuntina, con la quale ancora la Calsequestrina al recettore della Ryanodina.  

E’ stata scoperta inizialmente nel muscolo scheletrico (Caswell et al., 1991; Knudson et 

al., 1993a, 1993b), ma esistono altre tre isoforme espresse nel cuore: Triadin 1 di 35 

KDa, Triadin 2 di 40KDa e Triadin 3 di 92 KDa (Guo et al., 1996), caratterizzate da un 

alto grado di omologia nella regione compresa tra gli aminoacidi 1-264, da un corto 

dominio aminoterminale citoplasmatico e da un lungo segmento carbossiterminale 

luminale (Jones et al., 1995). 
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1.15.3. GIUNTINA 

La Giuntina è una proteina transmembrana di 26 KDa formata da 210 residui 

aminoacidici. Colocalizza con Triadina sulle cisterne terminali, e nella parte 

carbossiterminale rivolta nel lume del reticolo sarcoplasmatico vi sono un’alternanza di 

aminoacidi carichi positivamente e negativamente (dominio KEKE) e perciò presenta 

più siti di legame per Calsequestrina. La sua stretta vicinanza nel muscolo scheletrico 

con Triadina e RyR-1 e l’interazione con il recettore della Ryanodina stesso in maniera 

calcio indipendente, lascia ipotizzare che per una efficace operazione di rilascio del 

calcio dal reticolo sarcoplasmatico sia richiesta la formazione del complesso 

quaternario. Esiste sia la isoforma cardiaca che scheletrica le quali provengono da un 

unico gene, mediante splicing alternativo. 

 

 

1.15.4. JP45 

La proteina JP45 è un polipeptide di 45 KDa a singolo filamento transmembrana che si 

trova sulle cisterne terminali del reticolo in prossimità del recettore della Ryanodina. La 

sua struttura primaria è stata identificata da un cDNA isolato da una libreria di cDNA di 

muscolo scheletrico di topo, presso il nostro laboratorio (Zorzato et al., 2000). La parte 

aminoterminale è rivolta sul citoplasma della cellula, mentre la parte carbossiterminale, 

che si affaccia sul lume del reticolo, presenta 47 aminoacidi carichi positivamente e 30 

carichi negativamente.  

Da esperimenti si è visto che l’RNA messaggero (mRNA) di JP45 viene espresso già a 

17 giorni dalla nascita, seguito da un picco di espressione intorno a due mesi di vita per 

poi decrescere di circa tre volte con l’invecchiamento (Anderson et al., 2003). 

Inizialmente si pensava interagire con RyR-1, ma da esperimenti effettuati è emerso 

che la parte N-ter interagisce con il sensore del voltaggio cav1.1 (• 1s) del recettore 

delle Diidropiridine, con il quale forma un complesso; mentre la estremità C-ter 

interagisce con la proteina Calsequestrina (Anderson et al., 2003). Da altri studi 

(Delbono et al.,  2007) si è visto che inattivando la proteina tramite esperimenti in vivo di 

topi giovani JP45KO, la forza muscolare diminuiva del 20-30%. Il fatto che le proteine 

contrattili erano comunque presenti, ha fatto supporre che la ridotta fuoriuscita di calcio 
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dalle cisterne con conseguente diminuzione di forza fosse dovuta all’alterazione del 

meccanismo di eccitazione-contrazione, causata a sua volta da un’alterazione del 

complesso JP45-Cav1.1(• 1s). In aggiunta si è visto che in tali topi JP45 KO si aveva 

una riduzione della densità di cav1.1 del DHPR che comportava modifiche 

elettrofisiologiche delle fibre.  Allo stesso modo, in esperimenti di overespressione di 

JP45, si è notato un accumulo di molecole di JP45 non associate alla proteina 

Calsequestrina con conseguente ridotta fuoriuscita di calcio dal reticolo durante la 

contrazione. Questo è dovuto al fatto che la parte N-ter di JP45 non era più in grado di 

interagire con cav1.1. 

Tutti questi motivi fanno pensare che JP45 sia una proteina coinvolta nella trasduzione 

del segnale, attraverso la quale la Calsequestrina comunica informazioni riguardanti il 

reticolo sarcoplasmatico (contenuto in Calcio) al recettore DHPR. 

 

 

1.15.5. CALMUDULINA (CaM) 

La Calmudulina è una proteina ubiquitaria di 17 KDa nel lume del reticolo 

sarcoplsmatico. E’ formata da un lobo all’ N-terminale con il quale si lega alle proteine 

bersaglio in maniera calcio-dipendente; un lobo al C-terminale con due mani E-F leganti 

il calcio che vanno incontro a modifiche conformazionali in seguito al legame; ed una 

porzione centrale composta da 8 giri di • -elica.  

La Calmodulina ha funzione modulatoria dei segnali calcio e quando all’interno del 

reticolo la concentrazione del calcio aumenta, forma complessi Ca2+-CaM, che a loro 

volta interagiscono con altre proteine quali adenilato ciclasi, fosfodiesterasi, pompe 

calcio, chinasi e fosfatasi (Kink et Alii, 1990). Inoltre la calmudulina è responsabile della 

risposta iniziale ai segnali calcio, e pare regolare l’attività dei Recettori DHPR e di RyR-

1, RyR-2, partecipando nel meccanismo di eccitazione-contrazione, anche se il ruolo 

preciso non è ancora stato identificato. 
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1.15.6. MITSUGUMIN 29 (MG29) 

La proteina Mitsugumin 29 ha un peso molecolare di 29 KDa ed è una proteina 

integrale di membrana formata da 4 domini, la quale nei muscoli maturi si trova anche 

nei tubuli trasversali. La funzione è quella di interagire con il recettore della Ryanodina, 

aumentandone la probabilità di apertura, ma senza alterare l’ampiezza della corrente di 

canale (Pan et al., 2004). 

In esperimenti condotti in topi MG29 KO si sono notati tubuli trasversali rigonfi e un 

disallineamento delle tetradi. 

 

 

1.15.7. JUNCTOPHILIN-1 

Junctophilin-1 è una proteina intrinseca di membrana di 72 KDa. Possiede una regione 

citoplasmatica con 14 aminoacidi “repeat motif” (MORNN motif) con affinità per la 

membrana plasmatica ed una regione carbossiterminale che attraversa il reticolo 

sarcoplasmatico (Takeshima et al, 2000). 

Il suo ruolo è quello di collegare i tubuli trasversali con il reticolo sarcoplasmatico. 

Esistono 3 isoforme: Junctophilin-1 espressa nel muscolo scheletrico, Junctophilin-2 nel 

cuore e Junctophilin-3 nel cervello. 

In esperimenti su topi Junctophilin KO, si è vista morte prematura ed incompleta 

formazione del complesso giunzionale tra i tubuli T ed il SR. 

 

 

1.15.8. SRP-27 / TRIC-A 

Mitsugumin-33 o TRIC-A è un canale cationico selettivo composto da un dominio 

trimerico che attraversa la membrana (Yazawa et al., 2007), conosciuta anche come 

SRP-27 Sarcoplasmic Reticulum Protein di 27 KDa (Bleunven et al., 2008). Si trova 

localizzata sul reticolo sarcoplasmatico vicino, ma distinta, RyR-1. Si può ottenere la 

proteina tramite esperimenti di coimmunoprecipitazione assieme alla proteima 

Maurocalcina e RyR-1 appunto, ma non con Maurocalcina da sola, e questo fa pensare 

che SRP-27 faccia parte del complesso macromolecolare di RyR-1. E’ un canale con 
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selettività per il K+ sul Na+, che può essere attivato durante la fuoriuscita di calcio da 

RyR-1 per bilanciare le cariche tra le membrane. 

 

 

1.15.9. JUNCTATE 

Junctate è una proteina a singolo segmento di 33 KDa composta da 298 residui 

aminoacidici, che attraversa la membrana del reticolo Sarco ed Endoplasmatico. E’ 

stata clonata presso il nostro laboratorio, analizzando una cDNA-teca di muscolo 

scheletrico e cardiaco umani (Treves et al., 2000). Appare come una proteina chimera 

in quanto la regione N-terminale è identica a Giuntina, mentre la porzione C-terminale è 

identica alla proteina Aspartil • -idrossilasi, che fa parte di una famiglia di enzimi • -

chetoglutarato diossigenasi (Treves et al., 2000). Il fatto che possieda una moderata 

affinità per il calcio (Kd 217 µM) ed una alta capacità a legare tale ione 21 mol Ca2+ /mol 

proteina, fa pensare che Junctate svolga una modulazione fisiologica sull’omeostasi del 

calcio.  

 

 

1.16. PROTEINE NEL RETICOLO SARCOPLASMATICO LONGITUDINALE (RSL) 

1.16.1. CALRETICULINA 

La calreticulina è una proteina luminale legante calcio di 46 KDa. Presenta una regione 

N-terminale altamente conservata tra le specie, una regione tra gli aminoacidi 181-280 

contenente un dominio P ed una regione C-terminale con residui aminoacidici acidi 

molto simile alla Calsequestrina (Nakamura et al., 2001). 

Le funzioni che svolge sono molteplici: tampone calcio per la sua alta capacità di 

legame (20-30 mol Ca2+ / mol proteina), interviene quindi nell’omeostasi stessa e funge 

da Chaperone molecolare, partecipando in diversi processi di ripiegamento della 

sequenza proteica in associazione con la proteina Calnexina. L’iperespressione della 

Calreticulina comporta un accumulo di calcio nei depositi cellulari ed influisce sul 

meccanismo di Store-operated Ca2+ influx (Bastianutto et al., 1995; Mery et al., 1996; 

Xu et al., 2000). 
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PROTEINE NEL RSL E NELLE CISTERNE TERMINALI: 

1.16.2. SARCALUMENINA 

Sarcalumenina è una glicoproteina composta da 436 aminoacidi avente un peso 

molecolare di 160 KDa localizzata nel lume del reticolo sarcoplasmatico longitudinale e 

nelle cisterne terminali. Tra la regione N-terminale e C-terminale vi è un dominio legante 

calcio, mentre nella parte C-terminale si notano siti ATPasici e GTPasici (Yoshida et al., 

2005). Il suo gene però codifica tramite “Splicing Alternativo” anche una variante di 

glicoproteina di 53 KDa, la quale colocalizza con Sarcalumenina stessa. Possiede 

elevata capacità di legare calcio (35 mol / mol proteina) e moderata affinità (Kd 0,6 mM). 

E’ presente sia nel cuore che nel muscolo scheletrico. Il fatto che colocalizzi con la 

Ca2+-ATPasi SERCA, fa pensare che oltre alla funzione di tampone del calcio, svolga 

una funzione di mantenimento della pompa stessa. A tal proposito sono stati svolti 

esperimenti in topi Sarcalumenina KO e si è notata una riduzione sia dell’attività che del 

contenuto di SERCA (Leberer et al., 1990; Yoshida et al., 2005).   

 

 

NUOVE PROTEINE TRANSMEMBRANA DEL RETICOLO SARCOPLASMATICO 

1.16.3.  SRP-35 

SRP-35 (Sarcoplasmic Reticulum di 35 KDa) è una proteina recentemente scoperta nel 

nostro laboratorio (Treves et al.,2012).  Si trova localizzata nel reticolo sarcoplasmatico 

del muscolo scheletrico ed è stata trovata in molti tessuti coinvolti nel metabolismo degli 

acidi grassi, quali fegato, tessuto adiposo e reni. Nel muscolo scheletrico si trova 

precisamente sul reticolo sarcoplasmatico longitudinale (LSR) dove si trovano molti 

enzimi glicolitici quali la piruvato chinasi, aldolasi, enolasi, e gliceraldeide 3-fosfato 

deidrogenasi. Analizzando la sequenza proteica si è visto che SRP-35 è un membro 

della famiglia DHRS (deidrogenasi/riduttasi) a catena corta SDR (short chain 

dehydrogenase/reductase) appartenente alla sottofamiglia 7C. Come gli altri membri di 

questa famiglia di enzimi partecipa alla via glicolitica, e lo fa catalizzando la conversione 

di retinolo (Vitamina A) nell’intermedio retinaldeide (tramite SDR o alcol deidrogenasi) e 

successivamente ad acido retinoico (tramite aldeide deidrogenasi citosolica) riducendo 

a sua volta il NAD+ a NADH. Si tratta di una reazione reversibile, infatti a partire da all-

trans-retinaldeide viene prodotto acido retinoico con riduzione contemporanea di NAD+. 
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In generale le SDR fanno parte di un gruppo composto da oltre 46.000 membri, sono 

espresse ubiquitariamente e sono coinvolte nella riduzione di molti substrati quali: 

steroli, alcoli, zuccheri, composti aromatici, xenobiotici e retinoli. Gli enzimi SDR 

differiscono per alcune sequenze nella loro struttura terziaria, ma mantengono inalterato 

il dominio legante il cofattore NAD+. Negli umani sono state identificate almeto 70 SDR 

distinte che possiedono una estremità carbossiterminale variabile, ma tutte 

caratterizzate da un intreccio detto Rossmann-fold e legano i dinucleotidi NAD(P). SRP-

35 inoltre contiene nel proprio sito attivo residui di tirosina adiacenti a lisine e serine e si 

differenzia dalle altre per la sua lunghezza, infatti si presenta con 311 residui invece dei 

soliti 250, che la classificano come un membro esteso della superfamiglia SDR. Nei 

vertebrati gli effettori dell’acido retinoico appartengono ad una famiglia di recettori 

nucleari: RARs (retinoic acid receptor) RAR • /• /•  e RXRs (retinoic x receptor) RXR 

• /• /•   e nel momento in cui l’acido retinoico si attacca a RAR, il recettore dimerizza con 

RXRs e trasloca nel nucleo dove si attacca a sequenze specifiche di DNA note come 

elementi risposta dell’acido retinoico, promuovendo così la trascrizione di diversi geni 

coinvolti nella crescita, sviluppo, differenziamento, produzione di citochine e 

metabolismo. 

 

 

1.17. VIE D’ENTRATA DEL CALCIO NEL MUSCOLO SCHELETRICO 

A differenza del cuore, nel muscolo scheletrico il meccanismo di eccitazione-

contrazione prevede principalmente il contributo della depolarizzazione della membrana 

plasmatica ed il successivo rilascio di calcio dai depositi intracellulari (Melzer et al., 

1995), tramite una interazione bi-direzionale tra il recettore DHPR e RyR-1 (Nakai et al., 

1996). Da studi del passato è risaputo che la contrazione singola (“twitch”) delle fibre 

muscolari persiste anche in assenza di calcio extracellulare (Armstrong et al., 1972), 

confermato in esperimenti dove l’entrata di calcio esterno è stata bloccata con farmaci 

quali diltiazem (Gonzalez-Serratos et al., 1982) o con bloccanti non specifici delle 

correnti calcio di Tipo L, quali Cd2+ o La3+ (Nakai et al., 1996). Per di più, a confermare 

questo vi è la cinetica di attivazione dei canali di Tipo L, come il DHPR (50-100 ms), la 

quale è troppo lenta per permettere una entrata di calcio significativa durante brevi 

potenziali d’azione del muscolo scheletrico (2-5 ms). Tuttavia recenti studi mettono in 

luce la presenza di due vie distinte di entrata del calcio extracellulare: ECCE 
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(Excitation-Coupled Ca2+ Entry) e SOCE (Store-Operated Calcium Entry) (William & 

Rosenberg, 2002; Cherednichenko et al., 2004). 

ECCE è la via di influsso di calcio trans-sarcolemmatica, indipendente dallo 

svuotamento delle cisterne, che viene attivata in seguito a depolarizzazioni prolungate 

di membrana. Richiede l’intervento del  recettore DHPR, canale ti tipo L sensibile al 

voltaggio (LTCC, L-Type Calcium Channel) ed il recettore canale della Ryanodina 

(RyR-1). Anche se il poro attraverso cui passa la corrente calcio proveniente 

dall’esterno non è ancora stato ben chiarito, da esperimenti sembra coincidere con il 

recettore DHPR, in quanto sia il canale di Tipo L che ECCE vengono inibiti dai bloccanti 

La3+ e Gd3+ e da alte concentrazioni di nifedipina, bloccante specifico delle correnti 

Calcio di tipo L (Hurne et al., 2005; Bannister et al., 2009). 

SOCE è la via di influsso di calcio dall’esterno tramite il canale Orai, che per attivarsi 

necessita della fuoriuscita di calcio dai depositi intracellulari attraverso il canale STIM1. 

Orai si trova  sulla membrana plasmatica nei Tubuli T e fa parte di una famiglia di canali 

tetramerici altamente selettivi per il calcio. STIM1 è localizzata di fronte sulla membrana 

del reticolo sarcoplasmatico ed è una fosfoproteina a singolo segmento 

transmembrana. Nella estremità N-terminale rivolta nel lume del reticolo, comprende un 

motivo “Steril-• -motif” (SAM)  ed un dominio EF-hand che presenta alta affinità per il 

calcio (200-600 µM), il quale conferisce alla molecola la attività di sensore del contenuto 

del lume del SR (Stathopulos et al., 2006). La estremità C-terminale sul lato 

citoplasmatico è formata da 2 spirali superavvolte con regioni ricche di proline. Questa 

regione superavvolta pare attivare l’nflusso di calcio attraverso il canale selettivo Orai, 

in quanto da esperimenti si è visto che, in condizioni di riposo i depositi sono pieni di 

calcio e le proteine STIM1 sono distribuite diffusamente sulla membrana e stabili grazie 

al legame col calcio nei motivi EF-hand. Quando viene stimolata la fuoriuscita di calcio 

dai depositi sarcoplasmatici, il distacco del calcio da STIM1 ne promuove 

l’oligomerizzazione. Gli oligomeri si aggregano e si convogliano nella parte giunzionale 

del reticolo, a 10-25 nm di distanza dal sito di contatto con Orai1, sui Tubuli T, attivando 

l’influsso di calcio SOCE tramite quest’ultimo (Stathopulos et al., 2006; Liou et al., 2007; 

Muik et al., 2009; Wu et a., 2006). 

SOCE, al contrario di ECCE, non viene attivata da potenziali di membrana prolungati, 

ma sembra essere importante per sostenere il calcio che fuoriesce dai depositi e 

prevenire la debolezza muscolare. 
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Ciò che rimane da chiarire è se entrambi ECCE e SOCE operino distintamente o 

richiedano la cooperazione dei canali TRPC, e se abbiano un ruolo fisiologico nello 

sviluppo e nell’affaticamento muscolare, nell’anzianità, oltre che nelle malattie 

muscolari. 
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2. SCOPO DELLA TESI  

Il muscolo scheletrico costituisce circa il 40% della massa corporea e svolge un ruolo 

importante nella salute umana. 

L’attivazione della contrazione muscolare è dovuta alla propagazione del potenziale 

d’azione all’interno della fibra muscolare attraverso il sistema dei tubuli trasversi (tubuli 

T). La depolarizzazione dei tubuli T induce il rilascio di calcio accumulato nel lume del 

reticolo sarcoplasmatico (RS) mediante un processo detto accoppiamento eccitazione-

contrazione (EC-coupling) (Rios and Pizarro, rev 1991). Tale meccanismo coinvolge un 

complesso macromolecolare di proteine principali e minoritarie che cooperano in una 

fitta rete di segnali. Tra queste un ruolo importante è svolto da Calsequestrina-1 (CSQ-

1), proteina luminale del reticolo sarcoplasmatico che oltre alla funzione di tampone del 

calcio regola il recettore della Rianodina (RyR-1), canale di rilascio del calcio presente 

sul reticolo sarcoplasmatico e JP45, proteina transmembrana del RS adiacente a RyR-

1. JP45  interagisce sia con CSQ-1 che con la subunità cav 1.1 del recettore delle 

Diidropiridine (DHPR), che agisce come canale calcio e sensore di voltaggio per iniziare 

la contrazione muscolare attivando i recettori della Rianodina. I complessi meccanismi 

del processo di EC-coupling non sono ancora del tutto definiti. Ciò, unito al fatto che 

molti disordini muscolari hanno come comune denominatore una alterazione 

dell’omeostasi del calcio, ha spinto il nostro gruppo a studiare il ruolo di diverse proteine 

coinvolte nel meccanismo di EC-coupling, in particolare le proteine JP45 e CSQ-1.  

Lo scopo principale di questa tesi è di valutare le proprietà biochimiche e funzionali 

delle fibre del muscolo scheletrico in topi in cui le singole proteine JP45  e CSQ-1 sono 

state inattivate (topi JP45 KO e CSQ-1 KO), ma soprattutto quello di esaminare ciò che 

succede al meccanismo di EC-coupling quando entrambe le proteine vengono delete 

(topi JP45/CSQ-1 DKO). Abbiamo infatti ipotizzato che il complesso JP45/CSQ-1 sia 

coinvolto nelle via di segnale tra il lume del reticolo e Cav 1.1.  

In collaborazione con altri colleghi appartenenti ad altri gruppi di ricerca abbiamo inoltre 

cercato di: 

-approfondire lo studio del fattore di trascrizione PGC-1• , che è coinvolto nella plasticità 

muscolare promuovendo la conversione delle fibre di “tipo fast” in fibre di “tipo slow” 

nell’esercizio muscolare, ciò ci ha fatto ipotizzare che PGC-1•  sia coinvolto nella 
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modulazione dei rilasci di calcio dal reticolo sarcoplasmatico attraverso il recettore della 

Rianodina e che influisca di conseguenza sulla generazione della forza muscolare; 

-abbiamo inoltre svolto esperimenti per caratterizzare una proteina scoperta 

recentemente nel nostro laboratorio, SRP35. Poiché la struttura della proteina ha 

rivelato essere una deidrogenasi a catena corta (SDR) coivolta nella via glicolitica del 

muscolo scheletrico abbiamo investigato se SRP35 possa esser coinvolta nella 

generazione dei segnali intracellulari, intesi come rilasci di calcio dal reticolo 

sarcoplasmatico attraverso RyR-1 e metabolismo del muscolo scheletrico. 
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3.MATERIALI E METODI 

 

3.1. SVILUPPO DELLA COLONIA MURINA TRANSGENICA 

I topi sono stati nel corso degli ultimi anni modelli importanti per studiare il ruolo 

fisiopatologico di geni coinvolti nelle malattie e per osservare il fenotipo in seguito a 

mutazioni in sequenze geniche. Le  tecniche di ingegneria genetica sono applicate di 

frequente ai topi, i quali sono spesso confrontati con gli esseri umani per la condivisione 

di sequenze geniche e per aspetti fisiologici. Esistono differenti strain murini, aventi 

ciascuno un diverso patrimonio genetico (genetic background) che può influenzare il 

fenotipo ad esempio dal punto di vista di caratteristiche fisiologiche e anatomiche 

diverse o della diversa suscettibilità alle patologie. Per discriminare il fenotipo dato dal 

transgene di interesse rispetto al fenotipo dato dal background dell’animale, la scelta 

dello strain murino nella costruzione del modello animale transgenico è molto 

importante. Per le nostre analisi di laboratorio abbiamo scelto come ceppo ricevente 

puro “inbred”, topi con strain C57BL-6, caratterizzati da una buona breeding 

performance, elevata sensibilità ad alcol e narcotici e maggiore inclinazione allo 

sviluppo di cataratta e perdita udito. Diverse sono le tecniche di ingegnerizzazione degli 

animali da laboratorio, noi abbiamo scelto la tecnica Knock-out (KO) o inattivazione del 

gene, per studiare il ruolo di geni sequenziali ma con funzione sconosciuta. La tecnica 

prevede: 

1. Il gene che deve essere inattivato è stato isolato da una libreria di geni murini; si 

è creato un costrutto avente una sequenza di DNA uguale al gene isolato, tranne 

che per un tratto sufficiente a rendere inoperabile il gene (non si inattiva in gene 

intero); 

2. Le cellule staminali, capaci di crescere in vitro, sono state isolate da una 

blastocisti di topo con background esempio Balb-c, albini. Il background genetico 

è inteso come l’insieme di tutti i geni e le rispettive varianti alleliche, che possono 

interagire con il gene/transgene di interesse ed influenzare il fenotipo. Tali geni 

infatti possono essere direttamente correlati al gene di interesse, ma possono 

anche far parte dello stesso processo biochimico o della stessa via di segnale 

cellulare. 
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3. Le cellule staminali sono state trattate con elettroporazione per permettere alla 

sequenza di DNA di entrare. Alcune cellule incorporano la sequenza nuova nel 

loro cromosoma al posto di quello vecchio per ricombinazione omologa, in 

quanto le sequenze sono simili. Usando poi un marcatore per il gene della 

sequenza nuova si possono identificare le cellule che hanno incorporato il nuovo 

DNA. 

4. Dalla coltura cellulare, le cellule staminali con la sequenza nuova sono state 

incorporate nella blastocisti di un topo con background diverso, esempio C57BL, 

con manto grigio. Tale blastocisti è stata a sua volta impiantata nell’utero di un 

topo femmina per completare il periodo gestazionale. La blastocisti possiede 2 

corredi cromosomici: le cellule originali di topo grigio, e le cellule ingegnerizzate 

di topo bianco. I topi nati sono topi CHIMERA ed hanno evidenziato 

caratteristiche intermedie ai 2 corredi cromosomici. 

5. I topi chimera che hanno incorporato la sequenza di DNA ingegnerizzato nelle 

cellule germinali (ovulo o spermatozoo) sono stati incrociati con topi C57BL-6, 

Wild-Type (WT). La prole nata che conteneva ancora una copia del gene 

funzionale (eterozigote per il gene Knok-out)  è stata ulteriormente incrociata per 

produrre topi aventi il gene con entrambi gli alleli inattivati, KO. Ad ogni incrocio 

con il ceppo puro ricevente (inbred), il background originale viene diluito del 50%.  

Tale tecnica definita Backcross tradizionale, si basa sulla legge Mendeliana 

dell’assortimento indipendente degli alleli nello scambio tra cromatidi fratelli 

durante la meiosi. Sono stati necessari almeno 10-12 incroci successivi in un 

background ricevente puro per ottenere una percentuale del background 

genetico di partenza inferiore all’1%, corrispondente ad una differenza di solo 1 

centimorgan nella mutazione nel gene di interesse.  

I topi sono stati ingegnerizzati per la proteina JP45. 

I topi JP45/CSQ-1 DKO sono stati ottenuti incrociando un topo maschio JP45x CSQ-1 

KO femmina gentilmente concessa dal professor Protasi F. di Chieti. Nella generazione 

F1 sono stati ottenuti topi 100% JP45/CSQ-1 doppi eterozigoti. La generazione F1 è 

stata incrociata tra di loro F1xF1 e si sono ottenuti topi 6,25% (1/16) DKO e WT. 
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3.2. ESTRAZIONE DEL DNA DA TESSUTO 

Per l’estrazione del DNA sono state effettuate delle biopsie di tessuto dalle code dei 

topini dell’età di 7 giorni di sviluppo postnatale. Il DNA è stato estratto tramite il Kit 

Nucleospin Tissue (Machery-Nagel) che prevede prima di tutto una lisi iniziale del 

tessuto overnight in agitazione con 25 µl dell’enzima Proteinase K e 180 µl di buffer di 

pre-lisi T1. Il tessuto è stato successivamente agitato per un minuto e sono stati 

aggiunti 200 µl del buffer di lisi B3, agitato ed incubato 10 minuti a 70 °C. Al termine il 

campione è stato agitato per un minuto ed è stato centrifugato 5 minuti ad 11.000 rpm 

per eliminare le impurità rappresentate dai peli. Al termine il surnatante è stato trasferito 

in una provetta nuova e vi sono stati aggiunti 200 µl di etanolo, dopo aver agitato il 

campione per un minuto è stato caricato completamente in una provetta con colonna e 

centrifugato 1 minuto a 11.000 rpm per permettere il binding del DNA alla membrana 

della colonna. Sono stati effettuati 2 passaggi di lavaggio della membrana prima con 

500 µl di buffer BW (Guanidine hydrochloride and isopropanol) e con 600 µl del buffer 

B5 (concentrate powder and ethanol) ognuno seguiti da una centrifugata di 1 minuto a 

11.000 rpm. Successivamente il campione è stato sottoposto ad una centrifugata di 1 

minuto per asciugare la membrana di silica gel. La colonna con il DNA legato è stata 

trasferita in una provetta nuova e sono stati aggiunti 100 µl di buffer BE (10 mM 

Tris/HCl pH=8) precedentemente riscaldato a 70°C, incubato 1 minuto sul bancone e 

centrifugato 1 minuto a 11.000 rpm. Quest’ultimo passaggio è stato ripetuto due volte 

per eluire più DNA possibile. I campioni sono stati poi conservati a -20°C. 

 

 

3.3. QUANTIFICAZIONE DEL DNA 

Il DNA è stato quantificato allo spettrofotometro a singolo raggio UV DU7400 Beckman. 

I campioni sono stati diluiti 1:50 in Tris HCl 10 mM pH=8 e dopo aver sottratto il valore 

di densità ottica del bianco, è stata misurata la concentrazione del DNA considerando 

l’assorbanza a  260 nm . Il valore ottenuto a 260 nm è stato moltiplicato per  50 (fattore 

di diluizione) e per 50 (assorbanza del DNA = 1µg/1ml; 1 OD260nm =50µg/1ml). E’ stata 

letta anche la densità ottica a 280 nm (OD280nm) indicativa della presenza di proteine ed 

il rapporto tra OD260nm/OD280nm deve esser compreso tra 1,8 e 2 per avere un campione 

puro. 
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3.4.REAZIONE DI POLIMERASI  A CATENA (PCR) 

Le sequenze specifiche di DNA mutato per le proteine JP45 e Calsequestrina sono 

state amplificate tramite la tecnica della reazione di polimerasi a catena PCR. 

Per amplificare il tratto CSQ-1 KO è stato utilizzato il Kit Taq DNA polimerasi Roche. 

Per un campione, è stata preparata una soluzione master mix contenente 20,7 µl di 

acqua microfiltrata, 5 µl di buffer + Mg 10x, 4 µl di dNTP 2,5 mM ciascuno, ed i primers 

CS-F : 5’-CCTTTCTCTTAGCAGAGCCC-3’; CS-R : 5’-CCATCTACCTTCAACAAACCC-

3’, LTR2  5’-GCGTTACTTAAGCTAGCTTGC-3’. Sono stati aggiunti 0,3 µl di enzima 

Taq 1U/µl e 10 µl di DNA del campione alla concentrazione di 1ng/µl per un volume 

finale di 50 µl. Per l’amplificazione al termociclatore è stato impostato il seguente 

programma: 1 ciclo di denaturazione a 95°C per 15 minuti, 35 cicli ciascuno composto 

da 40 secondi a 94°C di denaturazione a singola elica, 40 secondi a 60°C di 

appaiamento del primer e 60 secondi a 72°C di estensione del DNA ad opera 

dell’enzima. Al termine è stato fatto 1 ciclo a 72°C per 5 minuti. I prodotti di PCR sono 

stati separati su gel di agarosio 2% tramite elettroforesi 20 minuti a 100 V in TAE 0,5x 

(Tris 0,4 M, acido acetico glaciale, EDTA 0,01 M pH=8) e colorati con Etidio Bromuro (5 

µl/100 ml di TAE 0,5x). 

Per amplificare il tratto corrispondente a JP45 KO è stato utilizzato il Kit Roche 

FastStart Taq Plimerasi ed in un volume totale di 20 µl sono stati messi : 10,8 µl di 

acqua microfiltrata, 2 µl di buffer + Mg 10x, 2 µl di dNTP, 0,5 µl del F2 5’-

TAAAGACAGAGACCACATCCTCCC-3’ e 0,5 µl del primer F4 5’-

GACAAGGGGTGTGGGGTATGAGGC-3’. Sono stati aggiunti 0,2 µl di enzima FastStart 

Taq e 4 µl di DNA (1ng/µl). Al termociclatore è stato impostato il seguente programma: 

1 ciclo 95°C di 15 minuti, 35 cicli ciascuno composto da denaturazione per 40 secondi a 

94°C, appaiamento per 40 secondi a 68°C e estensione per 1 minuto e 20 secondi a 

70°C seguiti da un ciclo a 72°C per 7 minuti. Gli amplificati sono stati letti come per 

CSQ ma in gel di agarosio all’1%.   
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3.5. Real-Time PCR 

Per studiare il profilo dell’espressione genica, l’mRNA viene convertito a cDNA 

impiegando una trascrittasi inversa e può così servire da stampo nella tecnica di PCR in 

tempo reale (Vukcevic et al., 2008). Per questa tecnica sono stati utilizzati muscoli interi 

di Soleo ed EDL estratti e conservati in azoto liquido. L’RNA totale è stato estratto  

tramite il reagente TRIzol (Invitrogen) e trattato con deossiribonucleasi I per eliminare la 

contaminazione da DNA nei campioni di RNA (DNase I amplification Grade, Invitrogen). 

In seguito alla trascrittasi inversa utilizzando 1000 ng di RNA (High capacity cDNA 

Reverse transcription Kit, Applied Biosystems), il cDNA e stato amplificato tramite la 

real-time PCR quantitativa utilizzando SYBR Green technology ( fast SYBER green 

master mix, Applied biosystem) e con i seguenti primers: Primers TRPC3: forward, 5• - 

GCCAAGCGACGGAGGAATTA-3• ; reverse, 5•- CAGCACACTGGGGTTCAGTT-3• . 

Primers Cav1.2: forward, 5• - ATGAAAACACGAGGATGTACGTT-3• ; reverse, 5•- 

ACTGACGGTAGAGATGGTTGC-3• . Primers ORAI1: forward, 5•- 

AACGAGCACTCGATGCAGG-3• ; reverse, 5•- GGGTAGTCATGGTCTGTGTCC-3• . 

Primers STIM1: forward, 5• - TGACAGGGACTGTACTGAAGATG-3• ; reverse, 5•- 

TGCCGAGTCAAGAGAGGAGG-3• . 

 L’espressione genica in ogni tipologia di muscolo è stata ottenuta normalizzando 

l’incremento della espressione proteica, inteso come numero di cicli di PCR, per 

l’espressione delle proteine Tata box binding (TBP), la cui espressione rimane invariata 

sia nei DKO che nei controlli.  

 

 

3.6. PREPARAZIONE DI VESCICOLE MICROSOMALI DA RETICOLO 

SARCOPLASMATICO 

Sono stati impiegati topi JP45/CSQ-1 DKO e WT di 6-8 settimane di età. I topi sono 

stati sacrificati uno alla volta per dislocazione cervicale e è stato seguito il protocollo 

messo a punto da Saito et al (Saito et al., 1984). In camera fredda (4°C)  è stato 

prelevato il tessuto muscolare delle zampe posteriori ed omogenato per 2-3 minuti 

tramite una sonda dotata di lame. Abbiamo preparato un omogenato al 10% in un 

tampone contenente: 0,3 mM saccarosio, 5 mM Imidazolo pH=7,4, e gli antiproteolitici 

0,2 mM PMSF, 1 mM Iodoacetamide, 1 mM Benzamidine, 1 µM Leupeptina. 

Successivamente gli omogenati sono stati centrifugati per 10 minuti 4°C a 5000 rpm in 
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centrifuga sorvall rotore SSB4. Il surnatante è stato raccolto in una nuova provetta, 

mentre ai pellets sono stati aggiunti gli stessi quantitativi precedenti di tampone per 

ottenere un omogenato del 10% e sono stati omogenati 2-3 minuti per la seconda volta. 

E’ stata ripetuta la centrifugata di 10 minuti 4 °C a 5000 rpm ed i surnatanti raccolti sono 

stati aggiunti a quelli precedenti. Successivamente i surnatanti sono stati centrifugati 

per 15 minuti 4 °C a 11.000 rpm (sorvall rotore SSB4). I nuovi surnatanti ottenuti sono 

stati poi filtrati su 15-20 strati di garza e centrifugati in ultracentrifuga Beckman rotore 

70TI per 1 ora 4°C 40.000 rpm. Sempre lavorando a 4°C, i pellets ottenuti sono stati 

risospesi in 500-1000 µl del tampone di saccarosio iniziale ed omogenati tramite l’uso di 

potters ed aliquotati in vials e conservati a -80 °C, tranne una piccola aliquota tenuta 

per leggere la concentrazione proteica. 

 

 

3.7. LETTURA DELLA CONCENTRAZIONE PROTEICA 

La concentrazione proteica dei campioni JP45/CSQ-1 DKO e WT è stata letta allo 

spettrofotometro DU7400 Beckman nello spettro del visibile, tramite reazione 

colorimetrica con metodo Bradford. In seguito ad una retta di taratura dello strumento 

eseguita con concentrazioni seguenti della proteina sierica bovina (BSA) 1µg/µl in 

colorante Bradford 1x (Biorad), i campioni sono stati diluiti 1:500 nello stesso colorante. 

E’ stata misurata la densità ottica a 280 nm dopo aver sottratto la densità ottica del 

bianco. 

 

 

3.8. WESTERN BLOT 

Le vescicole microsomali di JP45/CSQ-1 DKO e WT sono state preparate in una 

soluzione denaturante composta da 10 µg vescicole, soluzione “O” 2x (sample buffer: 

10% glicerolo, 5% • mercaptoetanolo, 2,3% SDS e 62,5 mM Tris pH=8) ed acqua 

microfiltrata e separate in gel SDS-poliacrilammide, formato da un Running gel 10-12% 

nella parte inferiore (3-3,6 ml Acrolammide, 1,5 M Tris-HCl, 0,4 % SDS, 20 µl Temed, 

40 µl AMPs 10% ed acqua microfiltrata fino a 12 ml) e nella parte superiore da uno 

Stacking Gel 4% (0,56 ml Acrilammide, 0,5 M Tris-HCl, 0,4% SDS, 15 µl Temed, 30 µl 

AMPs 10% ed acqua microfiltrata fino a 4 ml). Nel pozzetto più a sinistra è stato 
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caricato un marcatore di peso molecolare Prestained Protein Marker, Broad Range 

(BioRad). La corsa elettroforetica su gel delle proteine è avvenuta a temperatura 

ambiente (RT) 1-2 ore ad amperaggio costante di 200 Volt. Il trasferimento su 

membrana di nitrocellulosa è avvenuto over night a 4 °C ad amperaggio costante di 200 

mA. Il giorno seguente la membrana è stata prima colorata con rosso Ponceau per 

visualizzare le proteine, decolorata con TBS 1x (TBS 10x: 1,4 M NaCl, 0,1 M Tris) ed 

incubata 1 ora in agitazione  a RT con una Blocking Solution (Roche) diluita 1:10 in TBS 

1x,  per saturare le regioni della membrana non ancora legate da proteine. Dopo un 

ciclo di lavaggio con TBS 1x, è stata effettuata l’incubazione di 1 ora con l’anticorpo 

primario diluito in TBS-Tween (TBS-T).  Dopo un ciclo di 3 lavaggi con TBS-T, è stata 

eseguita una incubazione di 1 ora a RT con l’anticorpo secondario coniugato ad una 

perossidasi in soluzione TBST-T. Al termine sono stati fatti 3 lavaggi di 5 minuti in 

agitazione con TBS-T a RT e la membrana è stata poi incubata con il substrato 

BioChemiluminescence (Roche) per la perossidasi ed esposta a lastra autoradiografica. 

Per gli anticorpi primari per JP45 e CSQ-1 sono stati utilizzati  rabbit anti-JP45 e 

chicken anti-CSQ-1 (fatti in casa) e diluiti 0.5µg/ml e 0.3µg/ml finali rispettivamente; 

mentre per gli anticorpi secondari sono stati scelti Prot G 1:250.000 Protein G-

peroxidase strepticoccus sp. (Sigma); Anti mouse HRP Conj. 1:200.000 Anti-mouse IgG 

(Fab specific) peroxidase conjugate (Sigma); Anti chicken HRP conj. 1:130.000 Anti-

chicken IgY (IgG)peroxidase conjugate (Sigma). 

Per l’identificazione delle altre proteine di reticolo tramite Western Blot sono stati 

utilizzati i seguenti anticorpi: 
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Name Dilution/Conc. Compagny Product name Cat nb 

anti DHPR • 1 

(from goat) 

1:1000 Santa Cruz L-type 

Ca++CP• 1S 

(N-19) 

sc-8160 

anti DHPR • 1 

(from goat) 

1:300 Santa Cruz L-type 

Ca++CP• 1 (D-

15) 

sc-32079 

Anti Ryr 

(from mouse) 

1:5000 Thermo 

Scientific 

Anti-Ryanodine 

Receptor mAB 

MA3-925 

anti SERCA1 

(from goat) 

1:500 Santa Cruz SERCA1 (N-

19) 

sc-8093 

anti SERCA2 

(from goat) 

1:6000 Santa Cruz SERCA1 (N-

19) 

sc-8095 

anti 

Sarcalumenine 

(from mouse) 

1:1000 Thermo 

Scientific 

Anti 

sarcalumenin 

monoclonal AB 

MA3-932 

anti 

Calreticuline 

(from goat) 

Final conc 

1.5µg/ml 

Santa Cruz Calregulin (C-

17) 

sc-6467 

anti albumine 1:70000 Bethyl 

laboratories.inc 

Mouse 

albumine AB 

HRP 

conjugated 

A90-134P 

2
nd

 AB     

Prot G 1 :250000 Sigma Protein G-

peroxidase 

strepticoccus 

sp. 

P8170 

Anti mouse 

HRP 

Conj. 

1 :200000 Sigma Anti-mouse IgG 

(Fab specific) 

peroxidase 

conjugate 

A2304 

Anti chicken 

HRP conj. 

1 :130000 Sigma Anti-chicken 

IgY 

(IgG)peroxidase 

conjugate 

A9046 

 

 

 

 

3.9. ESPERIMENTI QUANTITATIVI DI BINDING IN VESCICOLE MICROSOMALI DI 

RETICOLO SARCOPLASMATICO 

Gli esperimenti di Binding sui recettori della Ryanodina (RyR-1) sono stati effettuati 

utilizzando il radioligando [3H]-ryanodina (Perkin Elmer). Le vescicole di reticolo 

sarcoplasmatico (1µg) sono state incubate con rianodina fredda (Calbiochem) e 

concentrazioni crescenti di [3H]-ryanodina (2-10 nM) over night a temperatura ambiente 
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al buio in un buffer di binding contenente 2 M NaCl, 40 mM Hepes pH=7,4, 40 µM 

CaCl2, 10 mM AMP ed un mix 2x di inibitori delle proteasi (Protease Inhibitor Cocktail, 

Roche Applied Science). La misura del binding non specifico è stata effettuata in 

presenza di Ryanodina non radio marcata alla concentrazione finale di 500 µM. Il giorno 

successivo la miscela di binding contenente le vescicole (4,5 µl=4,5 ug) è stata filtrata 

attraverso filtri Whatman GF/B, i quali sono stati lavati 3 volte con 5 ml di una soluzione 

fredda di lavaggio (200 mM Choline Chloride, 20 mM Tris HCL pH=7.5) ed asciugati. 

Tramite uno scintillatore è stata effettuata la misura del legame di [3H]-ryanodina alle 

vescicole sui filtri immersi nel liquido di scintillazione Pico-Fluor 15 (Perkin Elmer). 

Per il binding di 3H-PN200-110 abbiamo preso dai 20-200 µg di vescicole calcolando 

una quantità di DHPR simile alla Kd. Abbiamo considerato che le vescicole contengono 

DHPR pari a 5-10 pmol/mg di proteina assumendo una Kd 0,5 nM (Damiani E. Tobaldin  

Margreth BBRC  tra  1992-1995). Le vescicole sono state incubate 2 ore a RT nel 

binding Buffer (50 mM Tris HCl-pH 7.5 10 • M Ca2+ Protease inhibitors 0.05-10 nM (+)-

[Methyl-3H]PN200-110) ed al buio over night. La miscela è stata filtrata attraverso filtri 

Whatman GF/B e lavata 3 volte con la soluzione di lavaggio 200 mM Choline Chloride, 

20 mM Tris HCl pH=7,5 ed è stata fatta la conta delle molecole marcate tramite il liquido 

di scintillazione. 

 

 

3.10. MISURA DELLA DENSITA’ DELLE PROTEINE DEL RETICOLO 

SARCOPLASMATICO 

Le vescicole microsomali di Topi DKO e WT sono state caricate in gel di agarosio. In 

seguito alla corsa elettroforetica di 20 minuti a temperatura ambiente a 100 V sono 

state colorate con Bromuro di Etidio e controllate al Gel Doc (BioRad). La densità delle 

proteine è stata calcolata tramite il software Gel Doc from Biorad. 

 

 

3.11. TEST DELLA CORSA “RUNNING WHEEL” 

Per questo test sono stati scelti dai 5 ai 10 topi transgenici e controllo di 4-6 settimane 

di età. I topi sono stati rinchiusi all’interno di gabbie singole munite di ruote girevoli 

attrezzate con un magnete ed un sensore capace di leggere i giri effettuati e di 
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trasmetterli ad un computer. I giri delle ruote sono stati convertiti in metri totali percorsi 

da ciascun topo sono stati registrati tramite il programma Santhera (CH). Sono state 

registrate le attività motorie spontanee, in quanto ogni animale aveva libero accesso 

alle ruote ad ogni ora del giorno, per una durata di 22 giorni circa. 

 

 

3.12. PREPARAZIONE DI FIBRE DISSOCIATE DI MUSCOLO FLEXOR DIGITORUM 

BREVIS (FDB) 

I muscoli FDB sono stati estratti dalle zampe posteriori di topi JP45/CSQ-1 DKO, JP45 

KO, CSQ-1 KO e WT di 4-6 settimane di età, sacrificati in seguito a dislocazione 

cervicale, e continuamente bagnati da un Tyrode’s Buffer contenente in mM: 137 NaCl, 

5.4 KCl, 0.5 MgCl2, 1.8 CaCl2, 11.8 Hepes-NaOH pH= 7.4 e 0,1 % Glucosio. I muscoli 

sono stati poi incubati 1 ora a 37 °C 5 % CO2  con 0,20 % Collagenasi di Clostridium 

Hystolyticum Type I  0,27 units/mg (Invitrogen) sciolto in Tyrode’s buffer, per permettere 

la digestione delle pellicole connettivali varie che avvolgono il muscolo ed i fasci di fibre. 

Al termine i muscoli sono stati sciacquati con terreno DMEM arricchito con 10 % FBS 

(Fetal Bovis Serum) capace di inibire l’enzima collagenasi. I muscoli sono stati poi 

trasferiti in una piastra multiwell contenente vetrini trattati precedentemente con 1,5 µl di 

Laminina Natural Mouse (1mg/ml Invitrogen) diluita con acqua microfiltrata, per almeno 

1 ora e poi aspirata e con 2 ml di terreno DMEM base. Con l’aiuto di pipette di vetro è 

stata applicata una leggera pressione tra i tendini delle dita dei muscoli a partire con 

pipette dal diametro grande fino ad arrivare a diametri più sottili per cercare di 

dissociare i muscoli in singole fibre che depositandosi sono state intrappolate dal velo di 

laminina steso sui vetrini di 13 mm di diametro. Dopo aver dissociato un numero 

sufficiente di fibre, sono stati aggiunti 200 µl di FBS in ogni pozzetto e lasciate 

depositare ulteriormente per circa un’ora in incubatore a 37°C, 5% CO2. Al termine 

ciascun vetrino è stato sottoposto a 3 lavaggi con terreno DMEM  10 % FBS e 1% 

Pennicillin/ Streptomicin (P/S), per togliere le fibre non vitali e non adese, e lasciate 

over night in incubatore per permetterne la completa adesione ai vetri e ridurre così i 

movimenti artefatti durante le acquisizioni. 
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3.13. MISURAZIONE DEL CALCIO BASALE, DEI TRANSIENTI E MANGANESE 

QUENCHING 

Per misurare il livello di calcio basale nelle fibre FDB, le cellule sono state incubate 40 

minuti a 20 °C in Tyrode’s buffer 1,8 mM CaCl2 in presenza di 10 µM Indo-1,AM, 50 µM 

BTS (4-Methyl-N-(phenylmethyl) benzenesulfonamide; un inibitore selettivo della attività 

ATPasica della miosina tipo II del muscolo scheletrico) e 5% Pluronic, un detergente 

capace di favorire la diffusione del colorante all’interno delle fibre (Hollingworth et al., 

2009). Al termine le cellule sono state sciacquate con Tyrode’s buffer 1,8 mM CaCl2 

fresco e misurate. 

Per la misura dei transienti calcio le fibre sono state incubate 15 minuti a 20 °C in 

Tyrode’s buffer 1,8 mM CaCl2 in presenza di 10 µM Mag-Fluo-4,AM, 50 µM BTS e 5% 

Pluronic. Al termine le cellule sono state sciacquate con Tyrode’s buffer 1,8 mM CaCl2 

fresco e misurate (Hollingworth et al., 2009; Calderon et al., 2010). Per le acquisizioni in 

lantanio, l’incubazione con il colorante è stata fatta nel medesimo modo, ma per la 

misura dei flussi del calcio il Buffer esterno è stato sostituito con lo stesso Tyrode’s 

buffer ma 0 mM CaCl2 e con 100 µM LaCl3.  

Per la tecnica di Manganese Quenching le fibre sono state incubate 30 minuti a 37 °C, 

5% CO2 in Tyrode 1,8 mM MgCl2, 5 mM EGTA. Successivamente sono stati aggiunti 50 

µM BTS e 50 µM del bloccante rianodina ed incubate per 50 minuti sempre in 

incubatore. Al termine le fibre sono state sciacquate con Tyrode 1,8 mM CaCl2 ed 

incubate in quest’ultimo buffer con 5 µM Fura-2AM, 50 µM BTS, 50 µM rianodina , 5% 

pluronic,  a 20°C  per 25 minuti. Le acquisizioni sono state eseguite in Tyrode buffer 

senza calcio e contenente 0,5 mM MgCl2; 1.8 mM MnCl2; 10 µM EGTA, 50 µM 

rianodina (Clementi et al., 1992; Cherednichenko et al., 2008).  

I vetrini sono stati montati in una cameretta e misurati in camera termostatata a 20 °C. I 

transienti sono stati misurati selezionando un’area sulle fibre di 1 mm di diametro, 

tramite un microscopio Nikon eclipse TE/2000 adattato per la microfluorescenza, dotato 

di: una lampada a mercurio, un sistema di fototubi (tubi elettronici in cui l’emissione 

degli elettroni è provocata dalla luce e da altre radiazioni elettromagnetiche), di 

fotomoltiplicatori (strumento capace di trasformare gli impulsi deboli luminosi in corrente 

elettrica amplificandoli) ed una CCD camera per le immagini. Gli stimoli del potenziale 

di membrana sono stati applicati tramite uno stimolatore elettrico che ci ha permesso di 

impostare l’intensità e la durata della depolarizzazione sia per gli impulsi singoli (twitch 
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pari a 0.5 ms 40 V), che per la stimolazione prolungata (stimolazione tetanica 100Hz 

della durata di 300 ms). La stimolazione locale è stata eseguita tramite un 

micromanipolatore idraulico ed un capillare di vetro borosilicato (World Precise 

Instruments), avente una sezione simile al diametro delle fibre, e contenente un filo 

d’argento (polo +) e la stessa soluzione di acquisizione come conduttori. Un filo 

d’argento è stato posizionato all’ esterno come polo negativo. I fotomoltiplicatori sono 

stati impostati in base alla lunghezza d’onda di eccitazione dei coloranti fluorescenti ed 

il microscopio è stato dotato di filtri dicroici che rispettano le lunghezze d’onda di 

emissione degli stessi (Indo-1AM ex 365 nm, em 405/480 nm; Mag-Fluo-4 ex 480 nm, 

em 510 nm; Fura-2 AM ex 360 nm, em 510 nm). I fitri dicroici riflettono la luce fino a una 

certa   e fanno passare luce con   superiore e sono utilizzati per impedire che la luce 

di eccitamento influenzi la luce di emissione. I dati sono stati poi registrati tramite un 

computer grazie ad un programma AUTOLAB RCS, ed analizzati con test statistici 

GraphPad4 ed Origin.6. 

  

 

3.14. PROPRIETA’ MECCANICHE DEL SOLEO E DELL’EDL 

I muscoli Solei ed EDL di topi DKO e WT di 4-6 settimane di età sono stati estratti e  

tramite i tendini sono stati legati ad uno strumento composto da un trasduttore ed un 

amplificatore collegati ad un cumputer dotato di un programma capace di misurare la 

massima forza tetanica. I muscoli sono stati immersi in una soluzione Tyrode 1,8 mM 

CaCl2  e sono stati applicati una serie di impulsi singoli “twitch” (100 mN) ed una serie di 

treni di impulsi ripetitivi 100 Hz della durata di 350 ms a 0,27 Hz (300 mN). Al termine 

della stimolazione, la soluzione è stata scambiata con un Tyrode’s buffer senza calcio, 

ma con 100 µM del bloccante Lantanio e dopo aver atteso 10 minuti per permettere la 

completa diffusione della soluzione nei muscoli è stato applicato lo stesso protocollo di 

stimolazione precedente. Successivamente il Tyrode è stato sostituito con quello 

iniziale con calcio ed è stato ripetuto l’esperimento. 
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3.15. PATCH-CLAMP 

I muscoli FDB di topi JP45/CSQ-1 DKO e WT di 4-6 settimane di età sono stati 

dissociati enzimaticamente in singole fibre come descritto da Saito el al., 1984. Al 

termine le fibre sono state messe 3 ore a 4°C per irrigidire le membrane e favorire un 

migliore sigillo tra la pipetta e la sezione di membrana durante il metodo whole-cell di 

Patch-clamp. L’whole-cell è stato ottenuto tramite pipette aventi 1 M•  di resistenza di 

accesso. Le fibre sono state caricate in una cameretta per microscopio ed immerse in 

una soluzione esterna contenente in mM: TEA-methanesulfonate 150, MgCl2 1, CaCl2 

2, HEPES 10, 4-AP 0.5, BTS 0.025, TTX 0.001, pH aggiustato a 7.4 con TEA-OH; 

mentre la soluzione interna conteneva in mM: Cs-methanesulfonate 150, EGTA 10, 

HEPES 10, ATPK 4, MgCl2 2, GTP-Na 0.4, CP 10, Leupeptine 0.01, pH aggiustato a 

7.4 con Cs-OH (Hernandez-Ochoa EO, Schneider MF, 2012). La corrente cationica è 

stata stimolata da depolarizzazioni della durata di 400 ms da potenziali di -80 mV fino a 

voltaggi da -60 mV a +60 mV suddivisi in 10 mV. La corrente Calcio è stata isolata con 

soluzioni che hanno minimizzato le altre correnti cationiche e sottraendo la traccia 

ottenuta in soluzione esterna di controllo alla traccia ottenuta aggiungendo alla 

soluzione esterna 50 µM di Nifedipina, bloccante della subunità Cav 1.1(• 1s) del DHPR. 

 

 

3.16. ANALISI STATISTICA 

Per l’analisi statistica sono stati utilizzati Mann Whitney test a due code e Dunnett’s 

multiple comparisons test tramite il programma Graph Pad Prism4. Per l’elaborazione 

dati è stato utilizzato il programma Chart5 for Windows e per la realizzazione delle 

figure il programma Origin6. 
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4.RIASSUNTO DEI RISULTATI OTTENUTI 

 

4.1.CARATTERIZZAZIONE DEL MODELLO MURINO JP45 KO E CSQ-1 KO E DI 

JP45/CSQ-1 DOPPIO KNOCK OUT.  

Successivamente allo sviluppo della colonia murina ottenuta incrociando un topo JP45 

KO con una femmina ingegnerizzata CSQ-1 KO, per ogni generazione di topi è stato 

estratto il DNA ed è stata eseguita la genotipizzazione. Abbiamo condotto esperimenti 

di tipo quantitativo di binding di radioligandi, sugli omogenati totali delle vescicole 

microsomali di topi DKO e WT, per le proteine principali coinvolte nei flussi di calcio.  

Abbiamo osservato un incremento del contenuto della subunità • 1a del  recettore 

DHPR e della proteina Calreticulina nei topi DKO. 

Abbiamo deciso di sottoporre gli animali al test della corsa “Running Wheel”,  allo scopo 

di valutarne la durata della forza muscolare nell’esercizio spontaneo. Dall’analisi dei dati 

statistici è emerso che non vi sono differenze significative tra i topi JP45/CSQ-1 DKO e 

WT, ma una riduzione di circa 40 Km dei topi JP45 KO e CSQ-1 KO  (Distanza totale in 

Km: DKO e WT 175,3 ± 2,96; JP45 KO 139,7 ± 2,90; CSQ-1 KO 118,1 ± 2,35,  i dati 

sono espressi come media ± sem  n= 10-13 topi, Dunnett’s multiple comparison test 

P<0,05*). Il nostro gruppo ha deciso di sottoporre gli animali transgenici al test 

dell’attrito “GRIP TEST” e di confrontarli con topi controllo. Per osservare la forza di 

attrito, intesa come forza esplosiva. E’ emersa una diminuzione della forza di attrito 

muscolare dei topi DKO e CSQ-1 rispetto ai topi WT.  

In seguito abbiamo deciso di valutare i parametri cinetici del calcio in fibre FDB. Dai dati 

è emerso che i topi JP45/CSQ-1 DKO presentano un livello maggiore e significativo 

della concentrazione di calcio basale rispetto ai topi controllo (DKO 1,15 ± 0,23* n=41; 

WT 0,91 ± 0,10 n=40; JP45 KO 1,03 ± 0,18 n=40; CSQ-1 0,95 ± 0,11 n=41; i valori 

sono espressi come media ± sd, Mann Whitney test a due code P<0,05*). 

Successivamente abbiamo deciso di misurare i transienti calcio. Dall’analisi dei dati è 

stata fatta una prima classificazione della tipologia “Slow/Fast-Twitch” e una valutazione 

dei parametri della cinetica del calcio delle fibre come proposto da precedenti lavori 

(Calderon et al., 2009). Dalla classificazione dei tetani nelle fibre è stata notata una 

maggior presenza di fibre di tipo lento con transienti che non si inattivano al termine 

della stimolazione nei topi DKO rispetto al controllo, ed una tipologia diversa nelle fibre 
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CSQ-1 KO, caratterizzata da un primo picco veloce che si inattiva immediatamente fino 

al livello basale. Dall’analisi della cinetica dei Twitch è emersa una diminuzione 

significativa  dell’ampiezza dei picchi in presenza di calcio nei topi transgenici rispetto ai 

WT (Peak Amplitude in V: DKO 0,67 ± 0,16* n=47; WT 1,009 ± 0,18 n=49; JP45 KO 

0,80 ± 0,25 n=40; CSQ-1 0,82 ± 0,25 n=47; i valori sono espressi come media ± sd, 

Mann Whitney test a due code P<0,05*) ed un aumento del tempo di recupero del 

calcio all’interno dei depositi, nei topi DKO rispetto ai WT (Half Relaxation Time in ms: 

DKO 4,8 ± 1,9* n=49; WT 3,7 ± 0,7 n=49; JP45 KO 3,7 ± 1,1 n=40; CSQ-1 KO 4,7 ± 2,6 

n=47; i valori sono espressi come media ± sd, Mann Whitney test a due code P<0,05*). 

Le differenze nella cinetica degli impulsi singoli sono scomparse in presenza di Tyrode’s 

Buffer 0 mM Ca2+ e con 100 µM La3+ e l’effetto del bloccante è stato maggiormente  

identificato nella stimolazione tetanica 100Hz. Il fatto che nei tetani delle fibre 

JP45/CSQ-1 DKO in presenza di calcio ci sia una fase di plateau che si prolunga al 

termine dell’impulso elettrico, la quale scompare in presenza di La3+, ci ha fatto 

ipotizzare che nei topi DKO ci fosse una corrente esterna entrante durante la 

stimolazione tetanica. Poiché dai dati in letteratura sappiamo che esistono due vie 

distinte di entrata del calcio dall’esterno, SOCE (Store-Operated Calcium Entry) ed 

ECCE (Exitation-Coupled Calcium Entry), quest’ultima coincide con il recettore delle 

Diidropiridine, indipendente dal calcio dei depositi e attivato nella depolarizzazione di 

membrana consistente e prolungata, abbiamo deciso di analizzare la corrente ionica del 

Manganese (Mn2+), in quanto i canali di tipo L possono condurlo in assenza di calcio 

esterno. Le fibre sono state pretrattate ed acquisite in presenza dell’alcaloide ryanodina 

(50 µM) per inibire il recettore della Ryanodina-1 ed evitare che la corrente del calcio 

rilasciata dal reticolo sarcoplasmatico potesse inquinare la corrente ionica del 

manganese. Dall’analisi dei dati è emerso che nelle fibre DKO vi è un aumento di 3 

volte (DKO -0,11 ± 0,039*; WT -0,034 ± 0,021; JP45 KO -0,034 ± 0,011; CSQ-1 -0,027 

± 0,019, i valori sono espressi come media ± sd, Mann Whitney test a due code 

P<0,05*) della corrente ionica del Mn2+ entrante dal recettore canale DHPR, influsso 

abolito con l’aggiunta di Nifedipina 50 µM, un bloccante specifico della subunità Cav 1.1 

(• 1s) del DHPR.  L’analisi quantitativa delle proteine  ottenuta tramite  RT-PCR non ha 

messo in luce differenze significative nel livello di espressione di altre proteine canale in 

topi DKO, abbiamo perciò escluso l’intervento di meccanismi compensatori. 

Abbiamo successivamente condotto esperimenti di patch-clamp in fibre FDB di topi 

JP45/CSQ-1 DKO e WT. Dall’analisi statistica dei dati è emerso che a parità di 
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capacitanza a 0 mV nei topi DKO l’ampiezza della corrente calcio proveniente 

dall’esterno raddoppia la corrente dei WT (DKO -2,7 ± 1,2 nA/nF n=9; WT -0,8 ± 0,2 

nA/nF n=9, medie ± sd. Per di più nei DKO a voltaggi maggiori di -10 mV, la densità di 

carica degli ioni calcio entranti per unità di area è il doppio rispetto ai WT. 

Per escludere che il miglioramento della durata muscolare che è emersa nei DKO fosse 

dipesa da una diversa composizione biochimica delle fibre, abbiamo estratto muscoli di 

Soleo (lenti) ed EDL (veloci) e sono state svolte tecniche di immunoistochimica con 

anticorpi anti-laminina e anti-MCHI. Dall’analisi è emerso che i muscoli EDL dei topi 

DKO presentano una riduzione del 20% del volume delle fibre di tipo “Fast-twitch” (in 

µm: DKO 30 ± 3,50; WT 38 ± 5,23, medie ± sd, Mann Whitney test P<0,05*), ma non vi 

sono differenze nella distribuzione delle fibre all’interno del muscolo, sia per i solei che 

per gli EDL. Abbiamo inoltre misurato la forza muscolare specifica (forza tetanica 

massima normalizzata per la sezione trasversale della fibra) di muscoli Solei ed EDL di 

topi DKO e WT. I dati statistici dell’analisi di oltre 1000 fibre per tipo di muscolo e per 

pool di topi non mettono in evidenza nessun aspetto importante nei muscoli lenti Solei. 

Per quanto riguarda i muscoli EDL è emerso che la forza massima normalizzata per la 

sezione trasversale del muscolo (CSA) è simile tra DKO e WT (in mN: DKO 364,64 ± 

76,22; WT 327,86 ± 117,53 n=9, media ± sd, Mann Whitney test a due code P<0,05*), 

tuttavia gli EDL dei topi DKO nella prima stimolazione tetanica hanno evidenziato un 

calo del 20% della tensione isometrica che aumenta del 300% rispetto agli EDL WT in 

seguito a treni di tetani successivi. Differenze che sono state abolite esponendo i 

muscoli ad una soluzione contenete il bloccante Lantanio. VEDI ARTICOLO 1 a pp. 85. 

 

 

4.2.  ESPERIMENTI SULLA PROTEINA JP45 IN COLLABORAZIONE CON ALTRI 

COLLEGHI. 

Da anni JP45 è oggetto dei nostri studi. Si tratta di una proteina molto importante 

identificata proprio nel nostro laboratorio, coivolta nello sviluppo e nel mantenimento 

della forza muscolare. E’ stato dimostrato precedentemente che JP45 fa parte delle 

proteine che si trovano nella triade muscolare e forma una interazione con la subunità 

cav 1.1 del recettore delle Diidropiridine (DHPR) e con calsequestrina. In lavori 

precedenti è emerso che il complesso che JP45 forma con cav 1.1 viene sottoregolato 

durante l’invecchiamento, contribuendo al decadimento della forza muscolare e 
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favorendo la disabilità fisica tipica dell’anzianità. In passato è stato dimostrato che 

inattivando il  gene (JSPR1) per abolire l’espressione della proteina JP45 (JP45 KO) si 

ha un decremento della forza muscolare dovuto alla diminuzione dell’espressione del 

canale calcio voltaggio dipendente Cav 1.1, come se venisse alterato il segnale che 

mette in collegamento queste due molecole. Si è quindi deciso di condurre esperimenti 

su modelli murini maschi JP45 Knock Out di 3-4 mesi di età hanno confermato 

un’alterazione del meccanismo di eccitazione-contrazione muscolare determinando 

debolezza muscolare rispetto ai topi controllo WT. Questo risultato ci ha fatto ipotizzare 

che tale fenomeno potesse esser più pronunciato in topi JP45 KO di 12-18 mesi di età. 

Dagli ultimi esperimenti testando la performance muscolare di topi JP45 KO in vitro ed 

in vivo è emerso che la forza specifica e assoluta tetanica, che era significativamente 

diversa in topi di 3-4 mesi, non differiva più significativamente nei muscoli Solei ed EDL 

di topi di 12-18 mesi di età rispetto ai WT. Altri esperimenti hanno rivelato che il ridotto 

rilascio di calcio dal reticolo sarcoplasmatico e che la diminuzione della densità della 

subunità cav 1.1 osservata non solo nei muscoli di 3-4 ma anche di 12 mesi, non si 

presenta a 18 mesi di età. E’ stato infatti dimostrato che il livello di mRNA per Cav 1.1 

non decresce significativamente con l’invecchiamento. Sono stati condotti esperimenti 

per valutare il livello di espressione di altre proteine che partecipano al meccanismo 

eccitazione–contrazione, ma non sono state trovate differenze significative tra muscoli 

JP45 e WT. Abbiamo escluso anche  l’intervento di altri meccanismi compensatori che 

partecipano all’omeostasi del calcio, quali store-operated Ca2+ entry (SOCE) ed 

Excitation Coupled Ca2+ Entry (ECCE). Da lavori precedenti è noto che con 

l’invecchiamento si ha una conversione delle fibre muscolari veloci di tipo II in fibre di 

tipo lento I come sorta di adattamento e tramite i nostri studi di immunoistochimica 

abbiamo trovato un aumento delle fibre di tipo lento nei solei di topi JP45 KO di 18 

mesi, che unito al meccanismo di eccitazione-contrazione inalterato a questa età, ha 

permesso agli animali di sostenere l’esercizio fisico e di incrementare il tempo di corsa 

rispetto ai fratelli controlli. Analizzando sezioni di muscoli di 18 mesi è stata inoltre 

trovata atrofia delle fibre di soleo a 18 mesi di età ad indicare che la sezione trasversale 

della fibra non partecipa al mantenimento e al miglioramento della prestazione fisica 

nell’invecchiamento. Nel nostro studio inoltre abbiamo cercato di trovare una 

correlazione tra dieta e forza muscolare mettendo a disposizione degli animali una dieta 

ricca di grassi. Ciò che è emerso è che i topi JP45 KO in generale presentano un 

diminuito apporto di cibo pari al 20-25% rispetto ai WT ed una minore tendenza a 
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sviluppare obesità. Sorprendentemente si è visto che in seguito alla dieta, i livelli di 

espressione di cav 1.1 in topi anziani (18 mesi) erano maggiori rispetto ai controlli, 

portando alla conclusione che la riduzione delle calorie non solo evita il decremento 

dell’espressione della subunità cav1.1, ma previene anche il declino della forza 

muscolare che avvengono con l’età.  VEDI ARTICOLO 2 a pp. 94.  

 

 

4.3.  ESPERIMENTI SUL COATTIVATORE PGC-1•  IN COLLABORAZIONE CON 

ALTRI COLLEGHI. 

Una caratteristica del tessuto muscolare scheletrico è la plasticità, inoltre per le sue 

caratteristiche fisiologiche viene classificato dal punto di vista del colore (bianco/rosso), 

dell’attività metabolica (ossidativa/gli colitica) e per le proprietà contrattili (fibre veloci di 

tipo II/ fibre lente di tipo I). Il muscolo scheletrico viene inoltre classificato in base ai 

parametri cinetici del calcio, quali clearance, velocità di rilascio e ampiezza del picco di 

calcio che determina la forma del Twitch. La plasticità muscolare si presenta anche 

negli adulti in seguito a fattori ambientali o come adattamento all’esercizio fisico cronico 

convertendo le fibre veloci di tipo II in fibre lente di tipo I ossidative e perciò capaci di 

sostenere una attività fisica intensa e prolungata nel tempo. L’intreccio molecolare che 

determina questa conversione è complicato e deve ancora esser chiarito 

completamente. Abbiamo collaborato anche con un gruppo di colleghi che studiano 

PGC-1•  (peroxisome proliferator-activated receptor • -coactivator 1• ), un coattivatore 

trascrizionale ed abbiamo osservato che PGC-1•  partecipa attivamente alla plasticità 

muscolare anche in assenza di attività fisica. Come modello dei nostri studi abbiamo 

analizzato il muscolo scheletrico di topi in cui il coattivatore è stato sovraespresso ed è 

emerso che PGC-1•  conferisce al muscolo un colore rosso dovuto all’incremento della 

miosina a catena pesante ed aumenta il metabolismo di tipo ossidativo. Nei topi 

iperesprimenti tale coattivatore si è inoltre notato un livello ridotto di proteine che fanno 

parte del reticolo sarcoplasmatico quali Ryanodina-1, Triadina e Giuntina, causando di 

conseguenza una riduzione dei rilasci di calcio dal reticolo, fattori che insieme 

comportano debolezza muscolare. E’ noto che PGC-1•  regola l’espressione di geni 

post sinaptici nel muscolo, mentre nella cellula modula quasi autonomamente i 

transienti calcio. Dai nostri esperimenti è emerso che in seguito a stimolazione elettrica 

ex vivo in assenza del motoneurone si osservano transienti calcio alterati, mentre 
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l’espressione del recettore DHPR, che connette l’attività motoneurale ai flussi di calcio 

provenienti dal reticolo, rimane invariata nei topi transgenici. Ne deriva che PGC-1•  è 

capace di modulare autonomamente il rilascio di calcio dalle cisterne di stoccaggio del 

muscolo scheletrico. Tramite esperimenti di microscopia elettronica abbiamo dimostrato 

che PGC-1•  aumenta la biogenesi dei mitocondri nel muscolo ed in altri tessuti. 

Abbiamo dimostrato anche una distribuzione elevata dei mitocondri a livello 

subsarcolemmale e interfibrillare. Spesso i mitocondri sono distribuiti nelle vicinanze o 

adesi alla unità rilascianti calcio CRUs. Tale distribuzione oltre a mettere in 

comunicazione i mitocondri con il reticolo, permette ai mitocondri di esercitare un’azione 

inibitoria sui transienti calcio provenienti dal reticolo. Studi su fibre di tipo lento ricche di 

mitocondri hanno rivelato una diminuzione di calcio rispetto a fibre veloci povere di tali 

organelli, suggerendo che i mitocondri esercitano un effetto inibitorio sul calcio rilasciato 

probabilmente controllando l’ambiente redox delle CRUs. Inoltre oltre a incrementare 

indirettamente la capacità ossidativa promuovendo la biogenesi mitocondriale, PGC-1•  

favorisce la richiesta di ossigeno nel muscolo promuovendo l’angiogenesi ed 

incrementa il consumo di ossigeno, l’ossidazione dei lipidi ed il rifornimento energetico. 

Abbiamo visto che PGC-1•  prolunga il tempo di permanenza del calcio nel citosol 

agendo sull’espressione e sull’attivita della pompa Ca2+-ATPasi SERCA, deputata alla 

rimozione del calcio dal mioplasma al reticolo sarcoplasmatico. PGC-1•  esercita una 

inibizione doppia sulla pompa poiché diminuisce i livelli dell’ormone tiroideo che 

regolano la trascrizione di SERCA ed aumenta la trascrizione della proteina Sarcolipina 

che inibisce la attività di SERCA. Il risultato è un ritardo della rimozione del calcio dal 

mioplasma nei topi transgenici che determina maggior resistenza alla fatica ma 

debolezza muscolare. Abbiamo inoltre trovato un aumento del livelli di Phospholamban, 

una proteina maggiormente espressa nei muscoli lenti (slow twitch) che esercita un 

ulteriore effetto inibitorio sulla pompa in quanto interagendo con SERCA-2 ritarda il 

recupero del calcio nelle cisterne di stoccaggio. Tutti questi effetti portano alla 

conclusione che PGC-1•  esercita un effetto modulatorio sui flussi del calcio. VEDI 

ARTICOLO 3 a pp. 107. 
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4.4.  ESPERIMENTI SULLA PROTEINA SRP-35 

Nel tentativo di studiare a fondo le proteine che fanno parte della struttura specializzata 

da cui ha origine la contrazione muscolare, nel nostro laboratorio è stata identificata una 

nuova proteina denominata SRP-35 (Sarcoplasmic Reticulum Protein di 35 KDa). 

Tramite esperimenti di proteomica si è scoperto che appartiene alla famiglia delle 

proteine DHRS7C, deidrogenasi/reduttasi a catena corta, sottofamiglia 7C, che 

prendono parte alla via glicolitica. Queste proteine sono enzimi capaci di ridurre molti 

substrati quali steroli, alcoli, zuccheri, composti aromatici, xenobiotici ed anche il 

retinolo (vitamina A) precursore dell’acido retinoico, tramite una reazione reversibile che 

prevede come intermedio la formazione di retinaldeide e la contemporanea riduzione di 

NAD+ a NADH. Gli effettori dell’acido retinoico si trovano a livello nucleare e si dividono 

in due famiglie di recettori: RARs (retinoic acid receptor) RAR • /• /•  e RXRs (retinoic x 

receptor) RXR • /• /•   e nel momento in cui l’acido retinoico si attacca a RAR, il recettore 

dimerizza con RXRs e trasloca nel nucleo dove si attacca a sequenze specifiche di 

DNA note come elementi risposta dell’acido retinoico, promuovendo così la trascrizione 

di diversi geni coinvolti nella crescita, sviluppo, differenziamento, produzione di 

citochine e metabolismo. Analizzando la struttura della proteina si è visto che è 

composta da una corta sequenza idrofobica  all’N-terminale che si trova legata alla 

membrana del reticolo sarcoplasmatico, ed una sequenza C-terminale contenente il sito 

attivo che si affaccia sul mioplasma. SRP-35 contiene nel sito attivo residui di tirosina 

adiacenti a lisine e serine, inoltre contiene come tutte le altre famiglie di SDRs un 

ripiegamento Rossmann e siti di legame per NAD(P), ma si differenzia dalle altre 

proteine della stessa famiglia in quanto è lunga 311 residui, invece di 250, tanto da 

definirla un membro esteso della superfamiglia SDRs. Tramite esperimenti per 

identificare la localizzazione, abbiamo visto che è presente sul reticolo sarcoplasmatico 

(SR) e colocalizza con Ca2+- ATPasi SERCA, anche se non interagiscono, ed è quindi 

posizionata sulle cisterne terminali e sul reticolo longitudinale (LSR). Tramite 

esperimenti di Western Blot si è visto che è una proteina presente in diversi tessuti quali 

fegato, reni e nel muscolo scheletrico, in particolare è molto abbondante nei muscoli 

EDL (Extensor Digitorum Longus) in quanto contengono un volume maggiore di SR. Si 

tratta di una proteina ubiquitaria, infatti esperimenti su frazioni microsomali hanno 

rivelato la sua presenza nel citoplasma, nei mitocondri e nel reticolo endoplasmatico 

(ER) e nei perossisomi. Per scoprire se la sovraespressione di SRP-35 ha effetti sul 

meccanismo eccitazione-contrazione, sono stati misurati i transienti calcio su miotubi 
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trasfettati con SRP-35-EYFP e con pEYFP vuoto, utilizzando come impulso 

depolarizzante quantità crescenti di KCl (mima la depolarizzazione) e 4-chloro-m-

cresolo (attiva direttamente RyR-1). I risultati hanno messo in luce in generale un 

decremento del calcio rilasciato dal canale della Ryanodina-1 ed una riduzione dell’ 

attivazione di quest’ultimo pari al 40%, anche se attivato direttamente da KCl e da 4-

chloro-m-cresolo. Stesso risultato è stato ottenuto aggiungendo acido retinoico alle 

colture cellulari di miotubi C2C12. Risultati simili si sono osservati in colture cellulari 

ottenute da pazienti affetti da Central Core Disease (CCD) e Multiminicore Disease 

(MMD) malattie che presentano difetti nel recettore della Ryanodina-1 con conseguente 

decremento del rilascio di calcio indotto farmacologicamente, un aumento o normali 

livelli di calcio basale dipendente dal grado di mutazione del canale e ridotta 

espressione del recettore RyR-1. Esperimenti in cui SRP-35 viene sovraespressa 

hanno rivelato una diminuzione del rilascio di calcio, ma livelli di calcio basale e di calcio 

stoccato nelle cisterne inalterati. L’analisi tramite RT-PCR ed Immunoblotting hanno 

rivelato però una riduzione del 50% del recettore RyR-1 e di Inositolo 1-4,5-trifosfato. 

Dal passato sappiamo che il trasportatore NADH regola l’attività del recettore della 

Ryanodina-1 nel cuore ed il fatto che SRP-35 sia localizzata sul SR, organello deputato 

alla omeostasi del calcio, fa pensare che la proteina sia importante per la 

mobilizzazione del calcio nel muscolo scheletrico. Inoltre essendo  SRP-35 un enzima 

deidrogenasi può ridurre il NAD+ generato dall’enzima lattato deidrogenasi in seguito ad 

attività fisica sostenuta. Tale attività è anche resa possibile dalla localizzazione di SRP-

35 nel reticolo sarcoplasmatico, al quale aderiscono altri enzimi che prendono parte alla 

via glicolitica. La riduzione di NAD+ è accoppiata dalla conversione di all-trans-

retinaldeide ad acido retinoico, il quale oltre ad essere un importante attivatore di 

GLUT4 (glucose transporter 4) è un regolatore dell’espressione di RyR1. VEDI 

ARTICOLO 4 a pp. 119      
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5. CONCLUSIONI 

 

Da anni il nostro gruppo studia il muscolo scheletrico, tessuto molto importante che 

costituisce il 40% circa del nostro corpo. La contrazione muscolare, prevede la 

trasformazione di un segnale elettrico (potenziale d’azione), in segnale chimico 

rappresentato da un aumento transiente della [Ca2+] che attiva le proteine contrattili, 

tramite un meccanismo definito accoppiamento Eccitazione-Contrazione (EC-coupling).  

I principali componenti del meccanismo EC-coupling sono il recettore delle diidropiridine 

subunità Cav 1.1 (DHPR) sui tubuli T, il recettore della Ryanodina-1 sul reticolo 

sarcoplasmatico e Calsequestrina-1, i quali funzionano come canale e sensore del 

voltaggio, canale di rilascio del calcio e principale proteina tampone del calcio 

rispettivamente. L’EC-coupling è attivato da una interazione bidirezionale che prevede: 

un segnale ortogrado rappresentato da un cambio conformazionale del recettore 

sensibile al voltaggio DHPR Cav 1.1 che stimola l’apertura del canale RyR-1 ed il 

rilascio del calcio dal reticolo; potenziamento dell’attività di Cav 1.1 tramite un segnale 

retrogrado inviato dal recettore RyR-1.  

A questo sofisticato meccanismo partecipano altri componenti minoritari, ma non 

trascurabili, infatti dai dati in letteratura sappiamo che difetti nelle proteine coinvolte nel 

meccanismo EC-coupling, comportano malattie degenerative neuromuscolari, 

debolezza muscolare nell’anzianità e cachessia nel cancro. Il comune denominatore è 

un’alterazione dell’omeostasi del calcio ed  il fatto che le vie di trasduzione dei segnali 

calcio in alcune miopatie non siano ancora stati chiariti completamente, ha spinto il 

nostro gruppo a studiare il ruolo delle proteine minoritarie nel meccanismo EC-coupling. 

 

 

5.1.EFFETTO DEL COMPLESSO JP45/CSQ-1 SULLE CORRENTI CALCIO: 

Nei dati ottenuti dagli esperimenti svolti in fibre di muscolo FDB JP45/CSQ-1 Double 

Knock-out (DKO) in vitro è emerso sostanzialmente che, durante potenziali ripetitivi e 

sostenuti viene innescata una corrente calcio dall’esterno che si unisce alle correnti 

calcio provenienti dal reticolo sarcoplasmatico. Escludendo l’intervento di meccanismi 

compensatori ad opera di altre proteine canale quali Orai1, TRPC3 e la isoforma 
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neonatale di  Cav 1.1, l’influsso massivo di calcio, coincide con l’attività di canale della 

subunità Cav 1.1 del recettore delle Diidropiridine, in quanto oltre ad essere bloccata 

tramite l’aggiunta di nifedipina, bloccante di Cav 1.1, vi è un aumento pari al 45% della 

densità di corrente calcio attraverso Cav 1.1. Abbiamo mostrato che l’influsso massivo 

di calcio attraverso Cav 1.1 ripristina la forza muscolare in seguito a stimolazioni 

tetaniche ripetitive di muscoli EDL DKO in vitro e sostiene la forza muscolare durante 

l’esercizio fisico sostenuto e prolungato in vivo.  

Sulla base di questi dati siamo giunti a conclusione che il complesso JP45/CSQ-1 

modula direttamente l’attività del canale sensibile al voltaggio DHPR Cav 1.1, in quanto 

inattivando il complesso, l’influsso di calcio via Cav 1.1 (Excitation-Coupled Ca2+ Entry, 

ECCE) considerato fino ad ora irrilevante al fine del meccanismo dell’EC coupling, è 

importante a migliorare e sostenere la forza muscolare in vivo ed è utile a contrastare 

gli effetti invalidanti della debolezza muscolare tipici dell’anzianità e dei disordini 

muscolari. 

 

 

5.2.EFFETTO DI JP45 NEL MANTENIMENTO DELLA FORZA MUSCOLARE: 

Dagli esperimenti condotti su muscoli JP45KO in collaborazione con altri gruppi di 

ricerca è emerso sostanzialmente che il decremento dell’espressione del sensore 

voltaggio Cav 1.1, il disaccoppiamento eccitazione-contrazione (ECU) e la perdita della 

forza muscolare osservata in topi di 3-4 mesi, non si aggravano nei topi JP45KO di 12 e 

18 mesi. Inoltre è emerso che i topi maschi JPKO presentano una riduzione dell’apporto 

di cibo ed un decremento del peso corporeo rispetto ai fratelli controllo associato ad una 

stabilizzazione dell’espressione di Cav 1.1, anche se il meccanismo di regolazione non 

è noto. Per tutti questi risultati possiamo sostenere che JP45 è coinvolta nello sviluppo 

e nel mantenimento della forza muscolare scheletrica nella vita. 

 

5.3.EFFETTO DI PGC-1•  (Peroxisome proliferator-activated receptor-•  coactivator-1• ) 

NEI SEGNALI CALCIO: 

I dati che abbiamo ottenuto sugli studi effettuati sulcoattivatore trascrizionale PGC-1•  

sovraespresso hanno rivelato una riduzione dei rilasci di calcio accompagnata da un 

decremento delle proteine che formano il complesso Ryanodina, Triadina, Giuntina che 
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partecipa al meccanismo dell’EC coupling ed un decremento di alcune proteine 

contrattili. PGC-1•  prolunga i tempi di rimozione del calcio dal mioplasma regolando 

indirettamente l’attività della pompa SERCA, in quanto abbassa il livello degli ormoni 

tiroidei che modulano l’attività di SERCA. Inoltre PGC-1•  diminuisce i livelli di 

Parvalbumina, proteina tampone del calcio. Inoltre è emerso che PGC-1•  aumenta i 

livelli di espressione della miosina a catena pesante e promuove un fenotipo ossidativo, 

favorendo la conversione delle fibre di tipo veloce in tipo lento, anche in assenza di 

esercizio fisico. Abbiamo inoltre dimostrato che PGC1•  favorisce la biogenesi dei 

mitocondri, organelli che esercitano a loro volta un’azione inibitrice sui rilasci di calcio 

dal reticolo. Per tutti questi dati possiamo sostenere che PGC-1•  influenza 

l’affaticabilità e la forza muscolare ed è anch’esso un modulatore dei segnali calcio, 

infatti rimodella i transienti calcio stimolando la conversione del metabolismo glicolitico 

verso quello ossidativo. 

 

 

 

5.4.RUOLO DI SRP-35 NEL METABOLISMO DEL MUSCOLO SCHELETRICO: 

I dati ottenuti dagli esperimenti sulla proteina SRP-35 hanno messo in luce in sintesi 

che per la struttura e sequenza aminoacidica, SRP-35 è un enzima 

deidrogenasi/reduttasi a catena corta (SDR) coinvolto nella trasduzione dei segnali 

dell’acido retinoico (Vitamina A) nel muscolo scheletrico. Per la sua localizzazione sul 

reticolo sarcoplasmatico e per il suo sito attivo che si affaccia sul mioplasma in 

vicinanza di altri enzimi glicolitici, si è visto che la riduzione di molti substrati è 

accompagnata dalla formazione di NAD+. I nostri esperimenti di sovraespressione di 

SRP-35 hanno mostrato una riduzione dei rilasci di calcio causato da un decremento 

pari al 50% dell’espressione di RyR-1, stessi effetti ottenuti aggiungendo acido retinoico 

in colture cellulari ed una riduzione dell’ inositolo 1,4,5-trifosfato. Per tutti questi dati, 

anche se non è ancora chiaro il ruolo di SRP-35 in vivo, possiamo sostenere che 

questa nuova proteina ha un ruolo nelle funzioni metaboliche del muscolo scheletrico, 

poiché producendo acido retinoico è coinvolta nella trascrizione di diversi geni, inclusi 

alcuni coinvolti nella crescita, sviluppo, differenziamento, produzione di citochine e 

metabolismo. Inoltre, regolando indirettamente il recettore RyR-1 attraverso i prodotti 

NAD+, che agisce direttamente sul recettore, ed acido retinoico che oltre ad attivare 
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GLUT4, regola l’espressione di RyR-1, SRP-35 può essere coinvolta nella mobilitazione 

del calcio dal reticolo. Per quest’ultima attività SRP-35 potrebbe avere un ruolo 

nell’ipertermia maligna. 

 

 

Capire i meccanismi che sono alla base delle alterazioni dell’omeostasi del calcio, è 

utile non solo per progredire le nostre conoscenze in campo medico scientifico, ma 

anche per cercare strategie terapeutiche per contrastare la perdita della forza 

muscolare nell’anzianità e nelle malattie muscolari degenerative. 
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