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INTRODUZIONE 

 

 I lisosomi e l’autofagia 

 

I lisosomi, gli organuli con la maggiore concentrazione di proteasi e altri enzimi idrolitici 

nella cellula (De Duve, 1983), sono principalmente responsabili del mantenimento dell’omeostasi 

macromolecolare cellulare attraverso la degradazione di materiale trasportato in questi 

compartimenti (Mitchener et al., 1976; Knecht et al., 1984). Il materiale da degradare viene 

trasportato ai lisosomi mediante: 1. microautofagia, nella quale porzioni di citoplasma sono 

direttamente intrappolate da evaginazioni della membrana lisosomica (Dunn, 1994); 2. un 

meccanismo mediato dalla chaperone hsc73 che utilizza la proteina di membrana lisosomica 

LAMP2 come recettore per traslocare proteine citosoliche aventi al C-terminale la sequenza 

KFERQ (Cuervo e Dice, 1998; Cuervo et al., 2003) e 3. la macroautofagia, per mezzo della quale 

interi organelli vengono inglobati da membrane originate dal reticolo endoplasmatico o dal TGN 

(Kim e Klionsky, 2000). In tutte le cellule eucariote l’autofagia basale assicura il turnover 

fisiologico delle strutture vecchie, contribuendo così all’equilibrio omeostatico tra sintesi proteica e 

biogenesi di organelli e degradazione proteica e rinnovo di organelli (Dunn, 1994). La 

macroautofagia (in breve, autofagia) è certamente il processo di degradazione principale. L’atg è 

soggetta a rapida modulazione a seconda delle condizioni ambientali in cui viene a trovarsi la 

cellula: essa aumenta in presenza di stress citotossici (Lemasters et al., 1998) e in carenza di 

nutrienti (Kopitz et al., 1990;  Munafo e Colombo, 2001) ed è ridotta in risposta a stimoli 

proliferativi (es. fattori di crescita) (Ballard, 1985) 

L’autofagia è un complesso processo cellulare che coinvolge riarrangiamenti dinamici delle 

membrane. Originariamente fu descritta come la risposta cellulare alla mancanza di nutrienti. In 

cellule di mammifero private di siero e aminoacidi appaiono rapidamente vescicole nel citosol. 

Queste vescicole  dette autofagosomi hanno una vita media di pochi minuti in quanto rapidamente 

fondono con i lisosomi. L’autofagia è probabilmente il meccanismo principale per la degradazione 

di proteine a lunga vita e il solo meccanismo per il turnover di organuli quali mitocondri e 

perossisomi. Sebbene il turnover di organuli avvenga generalmente in modo non selettivo, la 

degradazione dei perossisomi attraverso un processo noto come “pexofagia” può essere altamente 

selettivo. Il meccanismo di pexofagia dei perossisomi è stato mostrato nei lieviti così come nelle 

cellule di mammifero. L’autofagia inizia con l’intrappolamento di una porzione di citoplasma che 

può includere un intero organello in una vescicola a doppia membrana, che generalmente deriva dal 

reticolo endoplasmatico (Dunn, 1990; Bohley e Seglen, 1992) e probabilmente anche dal Trans 
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Golgi Network (TGN) (Kihara et al., 2001) per formare il vacuolo autofagico (fig. 1). Il passaggio 

successivo prevede la fusione del vacuolo autofagico con il lisosoma e rilascio del corpo autofagico. 

Il processo autofagico è finemente regolato a vari livelli (Klionski e Emr, 2000, Kim e Klionski, 

2000). 

 

Autofagia e morte cellulare programmata 

 

Sulla base delle caratteristiche morfologiche e biochimiche si distinguono tre principali 

modalità di morte: la necrosi, l’apoptosi (o morte cellulare programmata di tipo I) e la morte 

autofagica (o morte cellulare programmata di tipo II)(Kerr et al., 1972; Wyllie et al., 1980; Zakeri et 

al., 1995). La necrosi è associata a perdita dell’integrità della membrana e distruzione delle strutture 

cellulari, l’apoptosi è caratterizzata da deidratazione cellulare e condensazione citoplasmatica 

mentre la morte cellulare autofagica è caratterizzata dalla presenza nel citoplasma di vacuoli 

autofagici che pure, come nel caso dell’apoptosi determinano la riduzione del contenuto cellulare e 

del volume (Schweichel e Merker,1973; Zakeri et al., 1995). Inizialmente si riteneva che i lisosomi 

avessero un ruolo (passivo) soltanto nella necrosi. Le ricerche degli ultimi anni hanno chiaramente 

dimostrato una partecipazione attiva dei lisosomi  (in particolare delle catepsine B e D) 

nell’apoptosi indotta da citochine citotossiche e da molti farmaci antiblastici (Deiss et al., 1996; 

Giucciardi et al., 2000; Demoz et al., 2002; Turk et al., 2002). La morte cellulare autofagica, in cui 

pure i lisoosomi sono evidentemente coinvolti, sopravviene quando il processo autofagico, che 

entro certi limiti svolge un ruolo protettivo, sfugge ad ogni controllo (Bursch, 2000).  

La morte autofagica è associata con una aumentata regolazione dell’autofagia che porta ad 

una incontrollata degradazione di strutture cellulari da parte di idrolasi lisosomiche, 

prevalentemente catepsine (Bursch et al., 2000).  

Questo tipo di morte cellulare è stata osservata, per esempio, in cellule di carcinoma 

mammario trattate con tamoxifene (Bursch et al., 1996) e in cellule di leucemia linfoblastica trattate 

con TNF α (Jia et al., 1997). 

 

Autofagia e malattie neurodegenerative 

 

Molte malattie neurodegenerative sono la conseguenza di neurodegenerazione e morte 

cellulare dei neuroni (Mattson, 2000). Un dato costante in malattie neurodegenerative quali la 

Sindrome di Alzheimer, il morbo di  Parkinson o la Corea di Huntington  è la presenza di vacuoli 

autofagici nei neuroni interessati dalla patologia (Anglade et al., 1997; Nixon et al., 2000; Kegel et 
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al., 2000). Nei neuroni che esprimono la proteina mutata ATM, causa dell’Atassia-Teleangectasia, o 

la proteina prionica mutata, causa dell’encefalopatia spongiforme, si osserva l’accumulo di un gran 

numero di lisosomi giganti (Barlow et al., 2000; Laszlo et al., 1992). I neuroni striatali di topi 

transgenici che iper-esprimono la proteina “huntingtina” se stimolati con dopamina elevano i tassi 

di autofagia con aumento dei numeri di lisosomi e infine vanno incontro a  morte cellulare non-

apoptotica (Petersen et al., 2001). La stessa sorte succede a neuroni che iperesprimono l’alfa-

synucleina (la proteina che accumula nei corpi di Lewy e che è direttamente coinvolta nella 

patogenesi del morbo di Parkinson) sottoposti a stress da dopamina (Gomez-Santos et al., 2003). 

L’importanza della proteolisi lisosomica mediata dalle catepsine B e D nella sopravvivenza e nella 

morte cellulare dei neuroni è dimostrata dal fatto che la totale inibizione di una sola delle due 

proteasi lisosomiche provoca la morte apoptotica di cellule di neuroblastoma (Castino et al., 2002).  

 

Diabete insipido familiare neuroipofisario 

 

Il diabete insipido familiare neuroipofisario  (FNDI) è una malattia autosomica dominante 

ereditaria che si manifesta nella prima infanzia con eccessiva sete e diuresi come conseguenza di 

una progressiva perdita di secrezione dell’ormone vasopressina dai terminali nervosi ipotalamici. 

E’ stato dimostrato che mutazioni nel gene della vasopressina possono essere causa di FNDI 

(Hansen et al., 1997).  La vasopressina è un peptide neuroendocrino prodotto nei nuclei dei neuroni 

ipotalamici. Ha una struttura analoga a quella dell’ossitocina  (i due geni sono situati molto vicini 

nel genoma; sono separati da una sequenza intergenica di 11 kbp nel ratto e di 3 kbp nel topo). La 

vasopressina è sintetizzata come prepropeptide nei neuroni magnocellulari i cui corpi cellulari sono 

localizzati nei nuclei sopraottici (SON) e nei nuclei paraventricolari (PVN) del sistema ipotalamico. 

Dopo la traslocazione nel reticolo endoplasmatico, il propeptide viene trasferito all’apparato di 

Golgi e nel TGN viene incluso in granuli densi della via secretoria. Un ulteriore passaggio di 

maturazione avviene quando i granuli sono trasportati lungo gli assoni dal corpo cellulare ai 

terminali nervosi. Qui, il peptide viene mantenuto e mobilizzato solo quando ne viene richiesta la 

secrezione. 

 

Nel laboratorio del Prof. Murphy, dove ho trascorso 10 mesi durante questo anno di 

Dottorato, abbiamo generato un modello in vitro che riproduce il fenotipo cellulare descritto nei 

neuroni di ratti transgenici FNDI. Questi ratti, prodotti nel laboratorio del Prof Murphy esprimono il 

gene 3-VCAT-3-Cys67Stop che codifica per una vasopressina troncata omologo a quella riscontrata 

in una forma di FNDI dell’uomo (Cys67stop), e presentano i sintomi del diabete insipido 
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neuroipofisario. L’ibridazione in situ ha dimostrato l’espressione cellula-specifica del transgene nei 

neuroni ipotalamici magnocellulari sopraottici (SON) e paraventricolari (PVN) dei ratti FNDI. 

L’RNA transgenico è tradotto in un peptide che viene rilevato nei corpi cellulari di SON e PVN, ma 

non nei prolungamenti neuritici di ratti deidratati usando uno specifico anticorpo che riconosce 

unicamente un epitomo inserito al carbossiterminale della vasoprsessina Cys67Stop troncata. 

L’induzione della proteina Cys67Stop determina nei neuroni la comparsa di strutture vescicolari 

dilatate nel corpo cellulare che sono riconosciute da anticorpi specifici per il reticolo endoplasmico. 

La microscopia elettronica evidenzia una tipica morfologia riconducibile alla presenza di vescicole 

autofagiche.   

 

 

SCOPO DEL LAVORO 

 

Il principale obbiettivo di questo progetto è l’identificazione delle molecole che regolano il 

processo autofagico nelle cellule neuronali e che sono responsabili in caso di malfunzionamento 

della morte cellulare autofagica nelle malattie neurodegenerative e la correlazione con la morte 

cellulare.  Durante il mio terzo anno di dottorato nel laboratorio del Prof. Murphy  abbiamo messo a 

punto in vitro un modello di FNDI e  

abbiamo ipotizzato che  

1)  i sistemi di trasduzione del segnale che regolano l’autofagia nei lieviti sono 

omologhi a quelli che mediano il processo autofagico nell’FNDI; 

1) l’autofagia e’ un meccanismo di sopravvivenza per la cellula esprimente una 

vasopressina mutata Cys67 stop; 

2) l’espressione di Cys67Stop determina cambiamenti nell’espressione di geni 

che regolano l’autofagia e la morte cellulare. 

 

RISULTATI  

 
Il sistema ipotalamico-neuroipofisario (HNS) comprende i neuroni magnocellulari (MCNs) 

dei nuclei sopraottici (SON)  e paraventricolari (PVN). L’HNS e’ la fonte dell’ormone antidiuretico 

vasopressina (VP). E’ stato proposto che l’FNDI sia dovuto all’intrappolamento della VP nel 

reticolo endoplasmatico e successiva degradazione per via autofagica nei lisosomi. Per verificare 

questa ipotesi abbiamo valutato l’espressione di proteine marker della via endosomica-lisosomica e 

autofagica nei topi transgenici che esprimono la proteina mutata Cys67Stop. E’stato 
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precedentemente dimostrato dal gruppo di David Murphy che la proteina mutata Cys67Stop 

accumula a livello del reticolo endoplasmatico. Nel corso del mio precedente soggiorno a Bristol 

(Feb-Luglio 2003) abbiamo caratterizzato i vacuoli autofagici nel modello in vivo  valutando 

l’espressione delle proteine Beclin, Rab24 e VPs34, noti marcatori dell’autofagia. Per contro la 

presenza della proteina mutata nei ratti transgenici Cys67Stop non  è stata evidenziata nel Trans 

Golgi Network così come nei ratti normali. 

 

1) Nel modello in vitro la proteina vasopressina mutata Cys67stop accumula in 

compartimenti derivati dal reticolo endoplasmatico e catepsina D positivi 

 

Abbiamo costruito vettori adenovirali  (Ads) che esprimono i geni che codificano la 

vasopressina mutata (Ad-VCAT-Cys67stop; Fig. 3A) e la proteina wild-type riconosciuta al 

carbossi-terminale da una sequenza di 16 aminoacidi evidenziati dall’epitopo DR-12-EK (Ad-

VCAT).  

Abbiamo infettato cellule di neuroblastoma murino Neuro2a con questi vettori virali, e abbiamo 

esaminato la morfologia delle cellure al microscopio a contrasto di fase (Fig 3B).  

Le cellule infettate con Ad-VCAT appaiono indistinguibili dalle cellule non infettate (sham), 

entrambe mostrano processi neuritici caratteristici (Fig 3B). Per contro, le cellule infettate con Ad-

VCAT-Cys67stop  mostrano un aspetto arrotondato, e presentano pronunciate inclusioni 

citoplasmatiche (Fig 3B). 

Le cellule sono state colorate con Arancio di Acridina (AO), un colorante fluorescente che 

identifica i compartimenti acidi vacuolari (Fig 3C). Nelle cellule non infettate e  infettate con Ad-

VCAT, il colorante rivela una colorazione diffusa in tutto il citoplasma, come ci si attende per il 

lisosomi. Per contro, l’infezione con Ad-VCAT-Cys67stop determina un accumulo e una 

ridistribuzione, in zona prevalentemente perinucleare, di compartimenti acidi di volume 

notevolmente aumentato. 

Abbiamo, successivamente, utilizzato anticorpi specifici che riconoscono o la proteina mutata 

Cys67stop o  l’epitopo VCAT DR-12-EK. Nelle cellule N2a, similmente ai ratti transgenici di 

controllo, la proteina wild type riconosciuta da DR-12-EK si localizza nel corpo cellulare, lungo i 

processi neuritici e accumula nei terminali nervosi (Fig 3D). Per contro, la proteina troncata, 

similmente a quanto accade nei ratti transgenici FNDI, e’ confinata nel corpo cellulare e 

prevalentemente in grosse vescicole (Fig 3D) che derivano dal reticolo endoplasmatico come 

dimostrato dalla colocalizzazione con calnexin e con la proteina disulfide isomerasi (PDI), due 

marcatori del reticolo endoplasmatico (Fig 4). 
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La proteina vasopressina troncata non colocalizza con TGN38, un marker dell’apparato di Golgi, e 

colocalizza con il marker lisosomico catepsina D (Fig 4). Questi dati suggeriscono che nelle cellule 

Neuro 2a la proteina mutata Cys67stop accumula nel reticolo endoplasmatico e dopo essere inclusa 

in vescicole viene trasportata in compartimenti lisosomici per essere degradata. Per verificare la 

natura verosimilmente autofagica di queste vescicole abbiamo eseguito una immunofluorescenza di 

colocalizzazione della vasopressina troncata con Rab24, una GTPasi presente sulla membrana dei 

vacuoli autofagici. La figura 6 mostra in effetti la colocalizzazione della vasopressina troncata con 

la proteina Rab24. 

 

2) L’espressione della vasopressina mutate Cys67stop conduce all’autofagia.  

 

Abbiamo voluto verificare l’ipotesi che la presenza di vasopressina troncata induce 

effettivamente l’atg e a questo scopo abbiamo utilizzato marker specifici dell’autofagia nel modello 

in vitro costituito da cellule N2a infettate con Ad-VCAT e con Ad-VCAT-cys67stop. 

In primo luogo abbiamo utilizzato la monodansilcadaverina (MDC), un marker specifico del 

processo autofagico. Nelle cellule non infettate e nelle cellule infettate con Ad-VCAT, l’MDC 

mostra una caratteristica positività puntiforme e diffusa (Fig 5A). Per contro, nelle cellule infettate 

con  Ad-VCAT-Cys67stop l’infezione risulta in un accumulo di grosse vescicole MDC positive 

(Fig. 5A), fatto che suggerisce una iper-regolazione dell’autofagia. Questo dato è stato confermato 

dall’analisi dell’espressione di Beclin-1 , l’omologo in mammiferi della controparte in lievito Atg6, 

un regolatore della via autofagica che associa con l’inibitore apoptotico bcl -2. Il western blotting 

mostra una significativa iperespressione di Beclin-1 nelle cellule infettate con Ad-VCAT-Cys67stop 

(Fig. 5B e C), in accordo con l’iper-regolazione del processo autofagico. 

Successivamente abbiamo caratterizzato la distribzione intracellulare di regolatori chiave 

dell’autofagia. Abbiamo esaminato Beclin-1, la fosfatidilinositolo 3-chinasi di classe 3 (PI3K) 

Vps34 e Rab24. Beclin-1 interagisce con la la fosfatidilinositolo 3-chinasi di classe 3 (PI3K) Vps34 

e, insieme, queste molecole controllano l’autofagia formando un complesso a livello del TGN. Si 

pensa che Rab24 sia coinvolto nella regolazione del trasporto vescicolare associato con l’autofagia. 

Nelle cellule N2a infettate con il vettore virale Ad-VCAT-Cys67stop. (Fig. 6A), l’espressione della 

proteina mutata altera drammaticamente la distribuzione di questi markers, che in questa condizione 

colocalizzano con la proteina Cys67stop o con i markers del reticolo endoplasmatico all’interno di 

grosse vescicole. 
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3) Nelle cellule che esprimono la proteina Cys67stop l’inibizione del processo autofagico-

lisosomico    conduce alla morte cellulare apoptotica 

 

In una seconda serie di esperimenti ci siamo chiesti se l’espressione della proteina mutata 

Cys67stop  e l’attivazione dell’autofagia potessero interferire con la vitalita’ cellulare nelle cellule 

N2a. Di per sé, Ad-VCAT-Cys67 non ha alcun effetto sulla vitalità cellulare come dimostrato 

dall’analisi visiva al microscopio (Fig. 7A), dalla conta cellulare fino a 2 giorni dall’infezione (Fig. 

7B) o dall’incorporazione di tripan blue (Fig. 7C). Comunque, il trattamento delle cellule infettate 

con classici inibitori dell’autofagia quali la 3-metil adenina (3-MA), che blocca la formazione 

dell’autofagosoma, e l’asparagina (Asn), che blocca la fusione dell’autofagosoma con il lisosoma, 

drammaticamente induce la morte cellulare nelle cellule infettate con Ad-VCATCys67stop, ma non 

nelle cellule infettate con Ad-VCAT, come mostra l’immagine del monostrato al microscopio ottico 

(Fig. 8A), con la conta cellulare (Fig. 8B) e con il test di esclusione con tripan blue (Fig. 8C). E’ 

molto interessante notare che anche la Pepstatina A (Pst A) un inibitore specifico della proteasi 

lisosomica catepsina D, induce morte cellulare nelle cellule che esprimono Cys67stop, suggerendo 

che la degradazione nei lisosomi della proteina mutate è mediata (principalmente) dalla catepsina D 

ed è importante per la sopravvivenza dei neuroni. 

Per chiarire se la morte cellulare indotta dall’inibizione della degradazione autofagico-lisosomica 

nelle N2a infettate con Ad-VCAT-Cys67stop fosse  apoptosi classica, abbiamo utilizzato il 

citofluorimetro a flusso per quantificare le cellule marcate con FITC-Annexin V, che identifica le 

cellule nelle prime fasi  apoptotiche, o ioduro di propidio (PI), che identifica le cellule ipodiploidi 

nella fase sub G1. L’inibizione della via autofagico-lisosomica con 3-MA, Asn o Pst A non ha alcun 

effetto sul legame di  Annexin-V  FITC nelle cellule infettate con Ad-VCAT (Fig. 9A). 

Nelle cellule che iper-esprimono la proteina Cys67stop l’inibizione della proteolisi autofagica con 

Asn , 3-MA o Pst aumenta significativamente la quota di cellule nella fase sub G1 e non ha effetto 

sulle cellule infettate con Ad-VCAT(Fig. 9B). La presenza delle caratteristica alterazione della 

cromatina e’ evidenziata anche  dalla colorazione con il DAPI che mostra condensazione nucleare e 

frammentazione nelle cellule trattate infettate con Ad-VCAT-Cys67stop , ma non nelle cellule 

infettate con Ad-VCAT (Fig. 9C). 

L’apoptosi è associata all’attivazione delle caspasi e al rilascio del citocromo c. Per dimostrare che 

l’apoptosi indotta dal blocco dell’autofagia e’ apoptosi classica abbiamo  verificato la permeabilità 

della membrana mitocondriale (Fig. 9D), il rilascio del citocromo c dai mitocondri (Fig. 9E) e 

l’attivazione delle caspasi(Fig. 9F). Il trattamento con Asn e Pst induce una alterazione 

dell’integrità mitocondriale come dimostrato dalla colorazione con rodamina 123 (Fig. 9D)  e 
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dall’immunofluorescenza del citocromo c  (Fig. 9E) nelle cellule infettate con  Ad-VCAT-

Cys67stop, ma non nelle cellule infettate con  Ad-VCAT. Inoltre il trattamento con  3-MA, Asn- 

and Pst attiva le caspasi nelle cellule infettate con Ad-VCAT-Cys67stop e non le cellule infettate 

con Ad-VCAT (Fig. 9F). 

 

CONCLUSIONI 
 
Sulla base dei dati fin qui riportati possiamo concludere che: 

1) Il modello in vitro riproduce sostanzialmente il fenotipo dell’ FNDI dei ratti transgenici e 

pertanto è un buon modello per studiare le basi molecolari di questa malattia. 

2) la proteina Cys67stop localizza in grosse vescicole che originano dal reticolo 

endoplasmatico e colocalizza con markers dell’autofagia quali Beclin-1, Rab 24 e Vps34. 

3) l’espressione di una vasopressina mutata  induce l’autofagia in cellule in neuroblastoma N2a 

infettate con Ad-VCAT-Cys67stop così come nei neuroni di ratti transgenici FNDI. Il 

diabete insipido neuroipofisario (FNDI) puo’ dunque essere aggiunto alla lista delle malattie 

neurodegenerative associate all’iper-regolazione dell’autofagia, insieme con le malattie di 

Parkinson (Anglade et al., 1997; Jellinger et al., 2000), Alzheimer (Cataldo et al., 1996; 

Nixon et al., 2000)  e Huntington (Kegel et al., 2000).  

4) L’inibizione del processo autofagico-lisosomico con 3-MA, Asn e Pst aumenta in modo 

significativo la morte cellulare apoptotica e quindi l’autofagia è un meccanismo di 

sopravvivenza cellulare. 

 
OBIETTIVI FUTURI 

 

Analisi della relazione esistente tra autofagia e morte cellulare nelle cellule infettate 

con Ad-VCAT e Ad-VCAT-cys67stop sottoposte a stress excito-tossici. 

Verrà utilizzata la dopamina come sostanza per indurre la morte cellulare e verrà verificato 

se l’autofagia indotta da Cys67stop possa rendere le cellule  di neuroblastoma piu’ sensibili alla 

morte cellulare indotta da Dopamina 

 

Analisi dei profili di espressione genica modificati dalla presenza di VPcys67stop nelle 

cellule. 

Microchip (forniti da NIA, Baltimora) contenenti in duplicato un Neuroarray di 1152 cDNA 

di geni espressi nel cervello sono stati utilizzati per uno studio preliminare di profili di espressione 

genica in neuroni ipotalamici di ratti di controllo e FNDI e N2a. Si sono ottenute interessanti 
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indicazioni riguardo l’espressione di alcuni geni coinvolti nell’autofagia e nell’ apoptosi. L’analisi 

dei profili di espressione genica sara’  approfondito, utilizzando anche chip Affymetrix e 

utilizzando il software gene spring  per l’analisi dei dati  
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FIGURE 
 
Figura 1.Autofagia in cellule di mammifero.  Nell’autofagia possiamo distinguere quattro fasi: 
l’induzione, il sequestro, la fusione e la degradazione. Il processo inizia con l’intrappolamento di 
materiale citoplasmatico per evaginazione di membrane nel RE liscio(1). L’autofagia è regolata a 
vario livello da PI3k e GTPasi e può essere bloccata nelle diverse tappe da inibitori specifici. La 
funzione delle molecole indicate in figura è esplicata nel testo. Successivamente si forma 
l’autofagosoma (2) che contiene il materiale sequestrato; l’autofagosoma fonde con il lisosoma a 
formare l’autolisosoma degradativo (3) all’interno del quale il materiale intrappolato viene digerito 
da idrolasi lisosomiche. 
 
Figura 2. L’FNDI si manifesta con un eccessiva sete e diuresi come conseguenza di una 
progressive perdita dell’ormone vasopressina dai terminali nervosa post pituitary. La 
vasopressina è sintetizzata neuroni magnocellulari i cui corpi cellulari sono localizzati nei nuclei 
sopraottici (SON) e nei nuclei paraventricolari (PVN) del sistema ipotalamico. Dopo la 
traslocazione nel RE, il propeptide viene trasferito all’apparato di Golgi e nel TGN viene incluso in 
densi granuli della via secretoria. Un ulteriore step di maturazione avviene quando i granuli sono 
trasportati lungo gli assoni dal corpo cellulare ai terminali nervosi. Qui, il peptide viene mantenuto 
e mobilizzato solo quando viene fisiologicamente richiesto per essere secreto. 
 
Figura 3. Modello in vitro per l’ FNDI.    (A) Diagramma schematico dei vettori virali Ad-VCAT e 
Ad-VCATCys67stop descritti in questo studio e delle proteine che codificano.VCAT e’ formato dai 
tre esoni (I, II e III) del gene strutturale della Vasopressina (VP) di ratto contenente la 
cloramfenicolo acetil transeferasi (CAT) nell’esone III. VCAT codifica un precursore della VP 
che consiste, dall’ammino terminale, del peptide segnale (SP), dell’ormone VP, della neurofisina  
(NP II), una glicoproteina troncata (GP) e un esadecapeptide unico (DRSAGYYGLFKDRKEK, 
abbreviato DR-12-EK) al carbossiterminale con funzione di epitopo antigenico (Waller et al., 
1996). DR-12-EK è riconosciuto da un antisiero specifico (DR-12-EK; Walzer et l., 1996). Nel 
transgene VCAT-Cys67stop, il codone TGC per Cys 67 nell’esone II è mutato in un codone di stop 
TGA. La proteina troncata è specificatamente riconosciuta da un antisiero CX67 (Si-Hoe at al., 
2000; Davies and Murphy, 2002).  
(B) L’infezione delle cellule Neuro2a con Ad-VCAT non ha effetti sulla morfologia; per contro, 
l’espressione di Ad-VCAT-Cys67stop provoca l’arrotondamento delle cellule e la perdita dei neuriti 
associata alla comparsa di inclusioni intracitoplasmatiche di notevoli dimensioni (immagine a 
contrasto di fase). Il grafico sulla destra mostra la quantificazione del fenomeno di arrotondamento. 
Le cellule sono state contate sotto il microscopio a contrasto di fase e la percentuale di cellule 
tondeggianti espresso come percentuale del totale.  
(C) Le cellule adese su vetrino da immunofluorescenza e incubate con il colorante Arancio di 
Acridina, un fluorocromo che accumula nei compartimenti acidi. Nelle cellule non infettate o 
infettate con Ad-VCAT, il colorante rivela una colorazione diffusa e puntinata in tutto il citoplasma. 
Per contro le cellule infettate con  Ad-VCAT-Cys67stop mostrano un accumulo di compartimenti 
acidi di notevoli dimensioni in zona perinucleare. 
(D) Cellule cresciute su vetrino sono state incubate con un anticorpo primario e poi con un 
appropriato anticorpo secondario marcato con FITC o Texas-red. L’espressione di Ad-VCAT rivela 
la presenza di VP nel corpo cellulare, lungo i neuriti e  nei terminali nervosi. Per contro la proteina 
troncata e’ confinata nel corpo cellulare  all’interno di compartimenti vacuolari visibilmente 
ingrossati.   
 
Figure 4. La vasopressina troncata accumula nel reticolo endoplasmatico e in compartimenti 
catepsina D positive.  Cellule N2a infettate e cresciute su vetrini sono state fissate e poi incubate 
con anticorpi specifici sia per l’epitopo DR-12-EK che per il Cys67stop (fluorescenza verde). 
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L’espressione della proteina transgene è stato comparata a quella di specifici markers di 
compartimenti intracellulari (fluorescenza rossa). Le strutture che contengono la proteina  
Cys67stop nel corpo cellulare sono originate dal reticolo endoplasmatico, come rivela la 
colocalizzazione con calnexina e con PDI. La proteina troncata non raggiunge l’apparato di Golgi 
(TGN) e colocalizza con il marker lisosomico catepsina D.  
 
Figure 5. L’espressione della vasopressina troncata Cys67stop induce  l’autofagia. (A) Cellule 
infettate sono state incubate con MDC per 6, 24,e 48 h e poi analizzate con il microscopio a 
fluorescenza (eccitazione: 380-420). Nelle cellule Neuro 2a non infettate e infettate con Ad-VCAT, 
il marker specifico degli autofagosomi MDC mostra un caratteristico aspetto diffuse e puntinato. 
L’infezione con  Ad-VCAT-Cys67stop determina l’ accumulo di grosse vescicole MDC positive.  
(B) 30 µg di omogenato cellulare sono stati separati su di  un gel di Acrilamide al 12,5%  (w/v) e 
poi trasferiti mediante western blotting su di una membrana PDVF. Beclin è stata rivelata con una 
reazione di chemiluminescenza usando un anticorpo primario policlonare specifico  seguito da un 
secondo anticorpo coniugato a perossidasi. La membrane è stata sottoposta a “stripping” e re-
incubata con anticorpo monoclonale anti tubulina per verificare l’eguaglianza di caricamento. 
(C) Espressione di beclin in tre diversi esperimenti normalizzata rispetto l’espressione della 
tubulina. L’esperimento dimostra un significativo aumento dell’espressione di Beclin-1 in seguito 
all’infezione con Ad-VCAT-Cys67stop  
 
Figure 6.Co-localizzazione della proteina transgene con specifici markers del sistema autofagico 
Nelle cellule infettate con Ad-VCAT, si osserva una lieve colocalizzazione di  DR-EK-12 con 
beclin-1, rab 24 e Vps34 .  Per contro l’espressione di Cys67 stop altera drammaticamente la 
distribuzione di questi markers che ora localizzano fortemente sia con la proteina Cys67stop e sia 
con PDI in grosse vescicole.  
 
Figure 7. Vitalità delle cellule infettate con  Ad-VCAT o  Ad-VCAT-Cys67. L’infezione da parte 
di Ad-VCAT ne’ Ad-VCAT-Cys67stop altera la crescita delle cellule N2a. 
(A) Le cellule sono state infettate con Ad-VCAT o Ad-VCAT-Cys67stop. 
La crescita cellulare è stata seguita per 6, 24 e 48 h e le cellule fotografate al microscopio a 
contrasto di fase. (B) Alle date indicate, le cellule di controllo (sham) o infettate sono state raccolte 
e contate con l’emocitometro. (C) La proporzione di cellule necrotiche è stimato mediante test di 
esclusione al colorante tripan blue.  
 
Figure 8.L’inibizione del processo autofagico-lisosomico induce morte cellulare nelle cellule 
infettate con Ad-VCAT-Cys67stop. 
Il trattamento di cellule infettate con gli inibitori di autofagia Asn e 3-MA, e con l’inibitore della 
catepsina D lisosomica, Pst A, induce la morte cellulare nelle cellule Ad-VCATCys67stop, ma non 
nelle cellule infettate con Ad-VCAT, come dimostrato dall’osservazione al microscopio a contrasto 
di fase(A), dalla conta cellulare(B) e dalla stima delle cellule necrotiche colorate con Tripan 
blue(C). 
 
Figure 9. L’inibizione del processo autofagico-lisosomico in cellule che iperesprimono la 
proteina troncata Cys67stop conduce alla morte cellulare per apoptosi. 
(A) L’apoptosi è stata accertata mediante analisi citofluorimetrica dell’espressione di Annessina V 
sulla superfice cellulare. Il trattamento con inbitori della via autofagico-lisosomica in cellule N2a 
infettate con Ad-VCAT-Cys67stop, ma non con Ad-VCAT , aumenta la percentuale di cellule 
Annessina V positive. (B) La presenza di una popolazione ipodiploide (subG1) è stata valutata 
mediante analisi al citofluorimetro a flusso della popolazione totale (cioe’ monostrato piu’ cellule 
recuperate dal terreno). Il trattamento con inibitori della via autofagico-lisosomica aumenta in modo 
significativo la popolazione subG1 dopo infezione con Ad-VCAT-Cys67stop ma non Ad-VCAT. 
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(C) Alterazioni della cromatina sono evidenziate anche dalla colorazione con DAPI. Si osservano 
cellule frammentate e con DNA condensato. 
(D)Valutazione della perdita di integrità della membrana mitocondriale con Rodamina 123. 
L’inibizione del sistema autofagico-lisosomico con Asn o Pst mostra una colorazione diffusa 
tipicamente citoplasmatica se paragonata con le cellule di controllo in cui il colorante è confinato 
nei mitocondri. (E) Rilascio nel citosol di citocromo c rivelato attraverso immunofluorescenza  
usando un anticorpo monoclonale specifico. (F) L’attivazione delle caspasi è stata valuata mediante 
colorazione delle cellule con FITC-VAD-FMK. Le cellule cosi’ marcate sono state osservate al 
microscopio a fluorescenza e poi analizzate al citofluorimetro a flusso. In presenza di 3-MA, Asn o 
Pst A, si osserva un significativo aumento della percentuale di cellule positive in cui sono attivate le 
caspasi. 
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