RIASSUNTO

Le mutazioni dei geni che codificano per le subunit del collagene VI sono una delle cause
delle patologie muscolari ereditarie umane che si manifestano come la Miopatia di
Bethlem (BM), la Distrofia Muscolare Congenita di Ullrich (UCMD) e la Miosclerosi
Congenita (CM). Basandosi sull alto grado di eterogeneit e di parziale sovrapposizione tra
di loro, £ stato proposto che questi disordini pos@no rappresentare un continuum clinico

piuttosto che entit strettamente separate, e che ci possa essere un pig ampio spettro di
disordini conness a collagene VI. Nonostante i grandi progressi nella comprensione delle
loro basi genetiche, la patogenesi molecolare rimane ancorain parte sconosciuta.

Come nel caso di molti difetti genetici, la creazione di animali transgenici pu essere la
chiave per comprendere lafisiopatol ogia e per mettere a punto, e testare, potenziali terapie.
Molti anni fa (Bonaldo et al, 1998) L. stato creato un topo mutante con inattivazionemirata
del gene COLG6AL, che codifica per la catena 1(VI). In assenza della catena  1(VI), il
collagene non L assemblato e non L secreto nella mérice extracellulare, e pertanto il topo
omozigote mutante (Col6al™) perde il collagene VI nei suoi tessuti. | topi sono affetti da
un disordine miopatico ad esordio precoce con debolezza e cambiamenti istologici del
muscolo scheletrico. | muscoli del Col6al” perdono forza contrattile e mostrano
alterazioni ultrastrutturali a livello del reticolo sarcoplasmatico (SR), dei mitocondri e
apoptosi spontanea. E presente una disfunzione mitocondriale latente nelle miofibre che si
pu evidenziare con incubazione con oligomicing, inibitore della F1Fo-ATPasi, che causa
depolarizzazione mitocondriale, de-regolazione del Ca®* e aumento dell apoptosi. Questi
difetti sono reversibili, e possono essere normalizzati piastrando le fibre muscolari di
Col6al” su collagene VI o somministrando cisclosporina A (CsA), un inibitore del poro di
transizione di permeabilit mitocondriale (PTP). Le miopatie dovute a collagene VI, sia
umane che negli animali, possono essere efficacemente trattate con tale farmaco che agisce
a valle della lesione patogenetica (Irwin et al, 2003 e Merlini et al, 2008). Cos queste
osservazioni portano ad ipotizzare che la mancanza del collagene VI causa un aumento
dell aperturadel PTP manon £ ancora noto per mezzo di quale viadi segnale.

Un importante partner del collagene VI L il proteodicano NG2. In particolare, ci sono
prove che NG2 si leghi al collagene V1 attraverso un interazione proteina-proteina (Tillet et
al, 1997). NG2 pu essere considerato un importante mediato re dell interazione collagene
Vl-sarcolemma e il venir meno di questa relazione potrebbe avere un ruolo nella
patogenesi delle distrofie di Bethlem e Ullrich. Sappiamo inoltre che modificazioni nella
distribuzione superficiale di NG2 porta ad un parallelo cambiamento nella distribuzione
del collagene VI (Nishiyama et al,1997). L interazione NG2-collagene VI pu essere

importante nell organizzazione della matrice, per il legame delle cellule alla matrice, per
determinare lamorfologia cellulare in risposta alla matrice, e per latrasduzione del segnale
transmembrana. Per chiarire | importanza di NG2 per la funzione e la struttura muscolare,
sono stati studiati muscoli di topi con mutazione di NG2.



Lo scopo dello studio £ |a caratterizzazione fenotipica comparativa (in vivo, ex vivo and in
vitro) di Col6al” and NG2" e la valutazione delle differenze tra i due modelli per
comprendere se la mancanza di queste proteine porti ad un simile danno nella fibra
muscolare.

Si £ proceduto dapprima a saggiare | integrit dell a membrana con il colorante vitale blue
Evans che permette di rilevare, evidenziandole con colorazione blu, le fibre muscolari il
cui sarcolemma ha subito un danno.

Poi, sl £ passati quindi all analisi dei parametri funzionali della contrazione muscolare in
vivo quali:

- sviluppo di forza (Grip test)

- sviluppo dellaforza massimale del gastrocnemio stimolato per via nervosa.

Successivamente L stata effettuata una val utazioneex vivo:
- meccanicadel muscoli interi diaframma, EDL e soleo
- €ettroforesi delle proteine muscolari
- andis istochimiche di gastrocnemio etibiae.

Infine per avere un quadro completo si £ continuatal indagine in vitro :
- transienti di calcio su singole fibre di FDB
- eettroforesi su singolefibre di FDB
- analis immunocitochimiche.

| risultati di tali analis hanno mostrato che i due fenotipi hanno solamente una parziale
sovrapposizione e quindi NG2 non rappresental unicaviadi mediazione della presenza del
collagene VI. Il ruolo delle integrine richiede di essere esplorato.



ABSTRACT

Mutations of genes coding for collagen VI are responsible, in humans, of congenital
muscular dystrophies, giving rise to three syndromes Bethlem Myopathy (BM), Ullrich
Congenital Muscular Dystrophy (UCMD) and Congenital Myosclerosis (CM). Based on
the high degree of heterogeneity and the overlap between them, it has been proposed that
these disorders may represent a clinical continuum rather than strictly separated entities,
and that there may be a wider spectrum of collagen VI related disorders. Despite these
major advances in understanding their genetic bases, the molecular pathogenesis remained
partially obscure.

As it is the case for many genetic diseases, creation of anima models may be the key to
understand the physiopathology, and to devise and test potentia therapies. Severa years
ago (Bonaldo at al, 1998) a mutant mouse with targeted inactivation of COL6A1 gene,
coding for the 1(VI1) chain, was created. In the absence of a 1(VI) chain, collagen VI
does not assemble and is not secreted in the extracellular matrix, and therefore
homozygous null mice (Col6al’") completely lack collagen V1 in their tissues. These mice
are affected by early onset myopathic disease with weakness and histological alterations of
skeletal muscles. Col6al’ muscle have loss of contractile strength with ultrastructural
alterations of sarcoplasmic reticulum (SR) and mitochondria and spontaneous apoptosis.
There is a latent mitochondrial dysfunction in myofibers which can be revealed upon
incubation with the selective FiFo-ATPase inhibitor oligomycin, which causes
mitochondrial depolarization, Ca?* deregulation and increased apoptosis. These defects
were reversible, as they can be normalized by plating Col6al’™ myofibers on collagen VI
or by addition of cyclosporin A (CsA), the inhibitor of mitochondrial permeability
transition pore (PTP). Collagen VI myopathies, in mice and humans, can be effectively
treated with drugs acting downstream on pathogenic lesion. These observations lead to the
hypothesis that the lack of collagen VI causes an increased probability of opening of the
PTP, but we don t know through which signalling pathway the lack of collagen VI in the
extracellular matrix can have effects on mitochondria.

One important partner of collagen VI is the proteoglycan NG2. In particular, there is
evidence that NG2 binds to collagen VI viaa protein-protein interaction (Tillet et al, 1997).
NG2 may be considered an important receptor mediating collagen VI-sarcolemma
interactions and this relationship may be disrupted in the pathogenesis of Bethlem and
Ullrich dystrophies. We also know that the perturbation of NG2 distribution on the cell
surface results in parallel change in collagen V1 distribution (Nishiyama et al,1997). The
NG2-collagen V1 interaction may be important for organization of the extracellular matrix,
for binding of cells to the matrix, for determination of cell morphology in relation to the
matrix, and for a transduction of transmembrane signaling. To clarify the relevance of
NG2 for muscle function and structure, muscles of mice carrying a null mutation of NG2
were studied.



The aim of this study was a comparative characterization (in vivo, ex vivo and in vitro) of
the phenotype of muscles from ColVI” and NG2' mice and the evaluation of the
differences between the two models to understand in what way the absence of these
proteins might lead to mitochondrial damage.

The experimental program was aimed to the characterization of muscles from C57BL/6,
Col6al’ and NG2" micein vivo, ex vivo ed in vitro.

The integrity of the membrane was tested with the blue Evans dye which allows to detect,
pointed out with blue color, muscle fibers in which the sarcolemma has been damaged.

At first the analysis of functiona parameters of muscle contraction was carried out in vivo,
with the following tests:

- mouse force (Grip test)

- force developed by the muscle gastrocnemius during isometric contraction.

Then the analysis of functional parameters was developed ex vivo:
- intact muscle diaphragm, EDL, soleus dissected and analysed in myograph
- electrophoresis of proteins from diaphragm, EDL, soleus
- histological and histochemical analysis of gastrocnemius and tibial.

Finally, single muscle fibres were kept in culture and studied, in vitro:
- recording Ca* transient in single fibres of FDB
- electrophoresis of single fibres
- immunocytochemistry analyses.

The results of al the above listed tests have shown that the two phenotypes have only a
partial overlap and, thus, NG2 does not represent the only structural/functional connection
between Collagen VI in the ECM and the intracellular processes in muscle fibres. The role
of integrin require to be explored.



INTRODUZIONE

1. Ledistrofie muscolari

Il termine distrofia muscolare (MD) L stato introddto da Erb per indicare un gruppo di
malattie geneticamente determinate, caratterizzate dal coinvolgimento primitivo e
progressivo della muscol atura scheletrica (Angelini et al, 2004).

Le distrofie muscolari congenite (DMC) rappresentano uno del capitoli delle neuroscienze
che negli ultimi 10 anni pig s £ ampliato negli apetti diagnostici, classificativi e di
comprensione eziopatogenetica. Ci L stato reso possibile da un lato dall avanzamento
delle conoscenze hiologiche di base e, dal atro, dalla costante applicazione in campo
clinico delle tecniche di diagnostica immunocitochimica e molecolare nonch@ da un
intenso lavoro di correlazione genotipo-fenotipo. Le DMC comprendono diverse
condizioni genetiche rare aventi in comune quegli aspetti clinico-bioptici che ne hanno
storicamente definito | ambito, rispetto alle pur rare, ma pig comuni, distrofie muscolari
progressive. Esse sono infatti caratterizzate da ipotonia ed ipostenia presenti alla nascita o
nei primi mesi di vita, sviluppo precoce di retrazioni muscolotendinee, quadro distrofico
alla biopsia muscolare ed andamento clinico non chiaramente progressivo. Alcuni segni
clinici aggiuntivi quali ipertrofia muscolare specie surale, rigidit del rachide, macrocrania
o microcefalia, deformit congenite, quali piede torto e pollici addotti sono elementi da
ricercare attentamente per un corretto inquadramento (Pini et al, 2004).

Negli anni 90 gli studi di genetica e biologia mol ecolare hanno dimostrato, dapprimai loci

molecolari, e quindi identificato una serie di proteine, la cui carenza L. responsabile delle
diverse forme di distrofia muscolare. Molte malattie muscolari sono quindi state
denominate in base a danno molecolare dovuto alle proteine carenti come distrofinopatia,

disferlinopatia, caveolinopatia, etc (Angelini et al, 2004).

Le distrofie muscolari hanno attirato attenzione sia della scienza di base che della clinica.
Dalla scoperta della distrofina come proteina chiave nella distrofia muscolare di Duchenne
numerosi studi hanno connesso loci di mutazione genica a prodotti proteici ed a fenotipi
cellulari in questo modo si possono anche creare modelli di patogenes della malattia
(Porter, 2000).

Le distrofie muscolari sono associate a mutazioni di geni codificanti per molte, e diverse,
class di proteine. Queste vanno da proteine della matrice extracellulare, proteine integrali
di membrana, proteasi, proteine nucleari e molecole di segnale. L ato grado di
organizzazione di cellule e tessuti specializzati, come nel caso del muscolo scheletrico, le
rendono particolarmente suscettibili a mutazioni. Questo percht piccoli cambiamenti
causati da mutazioni vengono propagati attraverso | alterazione dell architettura ordinata
caratteristica del tessuto. Queste aterazioni sono pig evidenti nel caso di mutazioni di
proteine strutturali e contrattili del sarcomero, struttura altamente ordinata e unit



contrattile della fibra muscolare. Per mantenere la struttura sarcomerica, le fibre muscolari
devono anche mantenere il reticolo sarcoplasmatico, i tubuli T , | estensiva rete del
mitocondri e la connessione tra miofibrille e sarcolemma e tra sarcolemma e matrice
extracellulare (Spence et al, 2002).

Per riassumere le distrofie muscolari possono coinvolgere proteine con differente
localizzazione subcellulare e funzione (alcuni esempi in Figura 1) includendo proteine
localizzate nel nucleo, nel citosol, nel citoscheletro nel sarcolemma e nella matrice
extracellulare (Cohn et Campbell, 2000).

Muscular dystrophies and comesponding mouse models.

Mode of inheritance and

Disease gene locus Gene product Mouse models
X-linked MD

Duchenne/Becker MD KR Xp21 Dystrophin Mdx
Emery—Dreituss MD XR Xp28 Emerin -
Limb—girdie MD

LGMD 1A AD 5g31 Myotilin -

LGMD 1B AD 191 Lamin A/C Lmna™ [121]
LGMD 1C AD 3p2s Caveolin-3 Cavd™
LGMD 1D AD 6q23 ? -

LGMD 1E AD Tq32 ? -

LGMD 1F AD 531 ? -

LGMD 2A AR 15q15 Calpain-3 Capn3™[122]
LGMD 2B AR 2p13 Dysferlin 5iL[123]
LGMD 2C AR 13g12 y-sarcoglycan Sgeg™
LGMD 2D AR 17q12 o-sarcoglycan Sgeca™
LGMD 2E AR 412 [-sarcoglycan Sack™
LGMD 2F AR 533 drsarcoglycan Sqed™
LGMD 2G AR 17911 Telethonin -

LGMD 2H AR 9g31 TRIM31 [124] -

LGMD 21 AR 19913 Fukutin-related protein [125] -

Distal MD

Miyoshi myopathy AR 2pl13 Dysferlin SIL[123]
Tibial MD AD 2931 ? -

Congenital MD

Classical or pure CMD AR bg22 Laminin £2 dy

Fukuyama CMD AR Gg31 Fukutin -

MDC1C AR 1913 Fukutin-related protein [125] -

ot integrin CMD AR 12013 of integrin ltga7™"

Ulrich CMD AR 7 Collagen VI e [126] -

Woalker Warburg syndrome [127] AR ? ? -

Rigid spine CMD AR 1p35 Selenoprotein N [128] -
Muscle—eye—brain disease AR Tp32 POMGRTI -

Other forms of MD

Emery-Dreifuss MD AD 1911 Lamin A/C Lmna™[121]
Bethlem myopathy AD 21g22 Collagen V1 o1 Coléor1™-[129]
Bethlem myopathy AD 2122 Collagen V1 o2 -

Bethlem myopathy AD 2q37 Collagen V1 o3 -

7 7 ? Collagen XV [130] Col15m17"
EB and MD AR Bq24 Plectin Plectin™[131]
Facioscapulohumeral MD AD 4q35 7 -
Scapuloperoneal MD AD 12021 T -
Oculopharyngeal MD AD 14q11.2 Paly A binding protein 2 -

Myatonic dystrophy AD 19913 Myotanin-protein kinase/Six5 Sin5™[132,133]

Figura 1: Distrofie muscolari e localizzazione genica con corrispondenza nei modelli murini (da Cohn et
Campbell, 2000)

2. Lamatrice extracellulare

Un tessuto non £ solamente composto da cellule ma wna parte sostanziale del suo volume £
costituito dalla matrice extracellulare (ECM). Essa t. composta principalmente da proteine



e polisaccaridi, secreti locamente (solitamente da fibroblasti), assemblati in una rete
organizzata, in stretta associazione con la superficie delle cellule che la producono, che
funge da struttura di supporto.

La matrice extracellulare L stata descritta storicanente come uno scheletro strutturale che
contiene componente di fibre proteiche (collagene) e una sostanza amorfa (i proteoglicani).
Questa definizione implica che | ECM sia una struttura statica con limitata abilit di

influenzare la struttura tissutale, la funzione, 1o sviluppo o | espressione genica. E noto,

invece, che la matrice extracellulare non L una stiuttura statica ma piuttosto una rete
dinamica di molecole secrete da cellule differenti che ne modificano la composizione con
| et . In pig formando una complessa architettura a ttorno alla cellulala matrice ne regolail
comportamento modulando la proliferazione, la differenziazione, la risposta a fattori di
crescitaeleviedi trasduzione del segnale (Velleman, 2000).

Le macromolecole che la costituiscono ed il modo in cui esse s organizzano pu variare
dando luogo ad una sorprendente diversit di forme ognuna adatta alle richieste funzionali
di un particolare tessuto. La matrice, ad esempio, pu essere calcificata e dura nel denti e
nelle ossa, trasparente nella cornea 0 generare la lamina basale tra epitelio e connettivo.
Nel muscolo £ una parte del tre strati del tessuto connettivo: endomisio, perimisio ed
epimisio che rispettivamente sorreggono e circondano singole fibre muscolari, fascetti di
fibre ed il muscolo intero. In definitival ECM per assolvere alle differenti funzioni che la
caratterizzano ha una composizione complessa e modulabile. Anche se le conoscenze, a
momento, non sono complete ci sono stati progressi nella caratterizzazione dei maggiori
componenti (Alberts et al, 2002).

Due sono le due class principai di macromolecole extracellulari che compongono la
matrice: le catene polisaccaridiche note come glicosaminoglicani (GAG), che solitamente
formano legami covalenti con le proteine dando origine ai proteoglicani, e le proteine
fibrose come elastina, fibronectina, laminina e collagene che hanno funzione sia strutturale
che di adesione.

Per semplificarne la descrizione la matrice extracellulare £ quindi divisibile in
- unamatrice di materiale amorfo detta sostanza fondamentale
- unacomponente fibrillare.

2.1. La sostanza amorfa

La parte costituita da materiale amorfo, detta sostanza fondamentale, non £ altro che un gel
compatto nel quale sono immerse le fibre. La sostanza fondamentale £ costituita
essenzialmente da molecole di origine glucidica, chiamate glicosaminoglicani, e
dall associazioni di questi ultimi con le proteine, definiti proteoglicani.



I glicosaminoglicani (GAG) sono catene polisaccaridiche composte da unit disaccaridiche
ripetute in tandem. Sono chiamati glicosaminoglicani percht nell unit base ct sempre un
amminozucchero  (N-acetilglucosbamina 0  N-acetilgalattosamina)  solitamente
accompagnato dall acido uronico (glucuronico o iduronico). Da momento che
| aminozucchero £ spesso solforato e ci sono i gruppi carbossilici, i GAG sono carichi
negativamente. Le catene polisaccaridiche sono troppo rigide per essere compattate in una
struttura globulare ed occupano quindi un grande volume relativamente alla loro massa e
formano un gel anche a basse concentrazioni. La loro densit di cariche negative, inoltre,
attrae cationi tracui il Na’, che osmoticamente attivo, richiama grandi quantit d acqua che
fornisce la resistenza alla compressione. Questo gel polisaccaridico atamente idrato oltre a
fornire un supporto a tessuto permette una rapida diffusione di nutrienti, di metaboliti ed
di ormoni tra sangue e tessuto (Gallo, 2000).

Ci sono quattro differenti classi di glicosaminoglicani distinti in base al tipo di zucchero, il
tipo di legame con lo zucchero ed il numero e lalocalizzazione del gruppo solforato:

- acidoiauronico

- condroitin solfato e dermatan solfato

- heparan solfato

- keratan solfato.

Tutti i GAG (eccetto | acido ialuronico) sono legati covalentemente ale proteine e
formano i proteoglicani. La catena polipeptidica, detta core, £ prodotta da ribosomi legati
allamembrana e infilata nel lumen del reticolo endoplasmatico. La catena polisaccaridicat
assemblata a questo core proteico nel Golgi. Inizialmente uno speciale tetrasaccaride funge
dalinker ed t attaccato alla serina nella catena laterale del core e funge da innesto per il
polisaccaride (Figura 2). Mentre rimane nel Golgi molti zuccheri della catena sono
modificati, ad esempio solforati.
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Figura 2: Immagine del linker tra core proteico e GAG (immagine modificata dal testo Alberts et al, 2002)

| proteoglicani sono distinti dalle altre glicoproteine dalla natura, dalla quantit e dalla
disposizione delle catene polisaccaridiche. Per definizione, almeno una catena laterale del
proteoglicano dev essere un GAG. Mentre le glicoproteine contengono dall 1 a 60% di
carboidrati sul peso sottoforma di catene oligosaccaridiche corte e ramificate, |



proteoglicani posseggono il 95% di carboidrati del loro peso soprattutto sottoforma di
lunghe catene (tipicamente con 80 zuccheri) di GAG non ramificati. In linea di principio, i
proteoglicani hanno eterogeneit senza limiti dal m omento che un singolo core proteico
pu essere legato a differenti (in numero e tipo) c atene di GAG, le quali possono essere 0
meno solforate. In tal modo t difficile classificare i proteoglicani in base ala catena di
GAG che li lega e, in aggiunta , anche il core proteico si presenta eterogeneo. Perci i

proteoglicani sono un gruppo di proteine altamente glicosilate la cui funzione £ mediata dal
core proteico e dalle catene GAG (Alberts et al, 2002).

Considerando quindi | abbondanza e la diversit str utturale dei proteoglicani £ riduttivo
limitarne la loro funzione a semplice molecole passive che per merito delle catene di GAG
provvedono allo spazio tra ed attorno le cellule. Le catene di glicosaminoglicani possono
creare una rete di differente porosit in base ala loro lunghezza ed ala densit di carica
che pu regolare il traffico di macromolecole e cel lule (come ad esempio avviene per il

perlecano nel glomerulo renale). | proteoglicani possono avere anche un ruolo nel segnale
chimico trale cellule. Infatti, sono in grado di legare sia molecole segnale (come fattori di

crescita), sia proteine secrete (proteas o inibitori delle proteasi) modulandone | attivit . Se

le immobilizzano nel sito di produzione ne limitano il raggio d azione, se le bloccano
stericamente ne evitano | attivit, se le legano ev itano la degradazione prolungandone
| azione. | GAG ed i proteoglicani possono anche associarsi formando complessi nella
matrice extracellulare o associarsi ale proteine fibrose creando complesse strutture come
la lamina basale. Infine non tutti i proteoglicani sono secreti nell ECM ma possono essere
componenti integrali di membrana qualorail core proteico siainserito nel bilayer lipidico o
associati alla membrana se attaccati ad per mezzo del glicofosfatidilinositolo. Alcuni

di questi proteoglicani transmembranari hanno funzione co-recettoriale e collaborano con i

recettori nel legare la matrice extracellulare e iniziare larisposta cellulare ad acuni segnali

extracellulari (lozzo, 1998).

2.2. Lacomponentefibrillare

Le fibre che s trovano immerse nella sostanza fondamentale conferiscono stabilit
strutturale alla matrice. Si possono distinguere in tre tipi fondamentali, a seconda dellaloro
composizione e struttura, e sono:

- fibreeastiche

- fibrereticolari

- fibre collagene.

La fibre collagene e le fibre reticolari sono costituite entrambe da procollagene, ma
differiscono tra loro per | organizzazione spaziale di tali molecole; le fibre elastiche sono
invece costituite da due catene proteiche di diversa natura: lafibrillinael elastina

Le fibre elastiche, come s evince dal nome, possiedono come caratteristica principale
un elevata elasticit infatti sono cinque volte pig estensibili di un elastico di gomma della



stessa sezione trasversa. Sono in grado di sopportare torsioni e tensioni anche notevoli,
deformandosi per poi ritornare allo stato di distensione originario; sono per poco resistenti
ala trazione, per questo in molti tessuti sono presenti sia fibre collagene che fibre
elastiche. La loro deformazione L passiva, tali filre, infatti, modificano la loro estensione
solo per mezzo di fattori esterni di pressione o0 in seguito alla contrazione di fibre
muscolari. Le fibre eastiche hanno uno spessore variabile da 0,2 a 1 m, con sottili
microfibrille dello spessore di soli 11 nm, che non presentano birifrangenza
Strutturalmente il maggior componente di tali fibre £ | easting, attorniata da esili
microfibrille di fibrillina, organizzate in una disposizione altamente ordinata.

L elastina £ una proteina altamente idrofobica che £ ricca di prolina e glicina ma non £
glicosilata e contiene acune idrossiproline ma non idrossilisine. 1l precursore solubile detto
protoelastina £ secreto nello spazio extracellulare ed assemblato in fibre nei pressi della
membrana plasmatica. Dopo la secrezione le molecole di protoelastina si connettono per
mezzo di legami crociati e formano unarete. Infatti | elastinat composta da due segmenti
che si alternano lungo la catena polipeptidica, un segmento idrofobico che £ responsabile
delle propriet elastiche ed un segmento ad  elica ricco di alanina e lisina che forma
legami crociati. Il core dell elastinat coperto damicrofibrille composte dalla glicoproteina
fibrillinache L essenziale per | integrit delle fibre elastiche.

Le fibre elastiche possono anche fondersi tra loro dando origine a lamine o membrane
elastiche ove sia richiesta una maggiore deformabilit, come nel vasi sanguigni. In
particolare, le fibre elastiche costituiscono le membrane elastiche fenestrate esterna ed
interna di tutte le arterie e la tonaca media delle vene. Sono fibre molto stabili, resistenti a
molti agenti chimici, agli acidi forti del succo gastrico, abas diluite, vengono per digerite
specificamente dall’ enzima elastasi, contenuto nel pancreas (Alberts et al, 2002).

Le fibre reticolari sono costituite da catene della stessa proteina costitutiva del collagene, il
tropocollagene che £ una variante del tipo 111 con una percentuale pig elevata di catene
laterali glucidiche. Sono diffuse nel tessuto connettivo lasso, nei muscoli, nell’ endonevrio,
nel tessuto adiposo, negli organi linfoidi e nella parete del vasi sanguigni. Sono costituite
da fibrille e microfibrille che presentano periodicit assiae 64-70 nm, fibrille sottili

(spessore medio di 50 nm) e di conseguenza le fibre reticolari sono sottili (spessore
variabile 0,5-2 m). Le fibre costituiscono trame e reti sottili, decorrendo su due piani 0 in
senso tridimensionale, con ampi spazi tra le maglie occupati dalla sostanza fondamentale.
Possiedono un alto grado di glicosilazione dell’ idrossilisina e per questa ragione sono PAS-
positive, inoltre si colorano facilmente con il metodo dell’impregnazione argentica e per
questo sono anche definite fibre argirofile.

Le fibre collagene sono la tipologia di fibre pig rappresentata dell’ organismo umano e nei
tessuti connettivi, rappresentano da sole il componente non minerale pig abbondante dopo
I’acqua, costituendo fino a 6% del peso corporeo. Sono molto resistenti alla trazione,
flessibili, ma praticamente inestensibili. In soluzione acida diluita esse tendono a gonfiarsi,
mentre sono disciolte in soluzioni contenenti acidi o basi forti, oltre ad essere digerite
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specificamente dall’ enzima collagenasi. Appaiono cane lunghe fibre bianche ondulate, che
s diramano in pig direzioni (nel caso di un tessuto connettivo denso irregolare o connettivo
lasso) o in un’unica direzione (tessuto connettivo denso regolare), hanno uno spessore
variabiledalal2 m.

Ogni fibra collagene L. costituita da decine di fibiille pig sottili, del diametro di 0,2-0,3 m,
che determinano la sua striatura longitudinale, immerse in una sostanza amorfa. Ogni
fibrilla collagene £ a sua volta costituita da micofibrille che s associano
longitudinalmente tra loro, determinandone la birifrangenza. Le microfibrille, esaminate al
microscopio elettronico, appaiono striate trasversalmente a loro asse maggiore, in
particolare le striature si ripetono ogni 70 nm a fresco oppure ogni 64 nm a secco, s dice
perci che possiedono una periodicit assiale di 64 -70 nm. Sono distinguibili due tipi di
striature trasversali, una pig elettrondensa e |’ atra meno elettrondensa. Dal momento che le
molecole di tropocollagene s associano tra loro in maniera sfasata, sovrapponendosi per
un quarto dellaloro lunghezza, si possono spiegare i due tipi di striature affermando che le
bande meno elettrondense sono costituite dalle teste delle molecole di tropocollagene e
dall’estremit delle code, mentre le bande pig el ettrondense sono costituite tra le code delle
molecole di tropocollagene e gli intervalli tra una molecola e la successiva (Figura 3).
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Figura 3: Immagine delle fibre di collagene (modificata da Cummings, 2000)

La caratteristica principale di una molecola di collagene £ la sua lunga, rigida, tripla elica,
in cui tre catene polipeptidiche di collagene, chiamate catene , sono avvolte I’una al altra
in una superelica simile ad una corda (Figura 3).

Il collagene L ricco di prolina e glicina che partecipano a stabilizzare la sua struttura
tridimensionale atripla elica. La prolina, a causa della sua struttura ad anello, stabilizza la
conformazione ad elicain ogni catena polipeptidica mentre la glicina L. posizionata ogni
tre residui nella parte centrale della catena , ed essendo | aminoacido pig piccolo
permette | impacchettamento della superelica (Figura 3).
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Sono stati identificati venticinque differenti gechie codificano per la catenache si
associano tra loro in triplette (formando tropoag#éne) in modo da formare 29 diversi tipi
di collagene (alcuni esempi nella Figura 4).

Figura 4: Alcuni tipi di collagene che sono stati identific(modificato daAlberts et al, 2002

Le singole catene polipeptidiche sono sintetizoaieribosomi associati alla membrana ed
iniettati nel lumen del reticolo endoplasmatico eoprecursori detti procatene Questi
precursori non solo posseggono un peptide segnaeireo terminale per essere condotti
al reticolo endoplasmatico ma posseggono, anchglj dexminoacidi addizionali detti
propeptidi ad entrambe le estremita. Nel reticalddoplasmatico alcune lisine e proline
vengono idossilate ed alcune idrossilisine vengagfioosilate. Ogni procatena e
combinata con due altre catene e, per mezzo dilieiglgogeno, si ottiene la tripla elica di
procollagene. Dopo la secrezione il procollageteg@ato da un enzima proteolitico che lo
converte in collagene, che pud quindi assemblagsifprmare le fibrille nello spazio
extracellulare (Figura 5).

Figura 5: Immagine sintesi e formazione fibre di collagémedificato daAlberts et al,200p
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