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Epidemiologia e rilevanza clinica dell’adenocarcinoma polmonare

. Tra questi ultimi, l’adenocarcinoma polmonare 

la statistica dell’Agenzia internazionale per la ricerca sul cancro (IARC), nel 2020 si sono 

, dati che sottolineano l’impatto devastante di questa patologia sulla salute pubblica

I principali fattori di rischio per l’adenocarcinoma polmonare comprendono il fumo di tabacco, 

responsabile di circa l’80% dei casi nei Paesi occidentali, e l’esposizione a inquinanti 

ambientali, come ad esempio l’amianto e il radon 



Come precedentemente affermato, il LUAD è caratterizzato da un’elevata eterogeneità 

indipendentemente dalla stimolazione recettoriale, portando a un’attivazione persistente del

vie di segnalazione MAPK/ERK e PI3K/AKT. L’attivazione costitutiva continua a 

trascrizione, promuovendo l’espressione di numerosi geni a valle, tra cui p21 

associata a BCL2 (BAX), e inducendo processi come la senescenza, l’arresto del ciclo 

cellulare e/o l’apoptosi. Grazie a queste funzioni essenziali, p53 è considerata una proteina 



na delle caratteristiche distintive è l’effetto Warburg, ovvero l’aumento della 

alla biosintesi cellulare. Altra caratteristica distintiva è l’aumento dell’attività della piruvato 

L’inibizione

. L’enzima responsabile è l’



Struttura e funzione dell’enzima DHTKD1

degli ioni calcio e la regolazione dell’apoptosi. Proprio per questo, qualsiasi alterazione nelle 



per l’ingresso nel ciclo di Krebs e per

Figura 1. Schema del metabolismo della lisina all’interno del mitocondrio, con il coinvolgimento dell’enzima DHTKD1

nella produzione di energia, ma contribuisce anche alla gestione dell’equilibrio redox 

mitocondriale tramite la riduzione di NAD⁺ a NADH 

produzione di ATP e all’accumulo di specie reattive dell’ossigeno (



Il calcio intracellulare (Ca²⁺) rappresenta un secondo messaggero di cruciale importanza, 

sulla concentrazione di Ca²⁺ nei vari compartimenti e organelli cellulari. Tale regolazione 

Ca²⁺, che potrebbero 

alterare l’equilibrio fisiologico della cellula

Ca²⁺ generalmente compresa tra 50 e 100 nM, nota come concentrazione "basale" o "di 

l'interazione con ormoni, fattori di crescita o neurotrasmettitori, la concentrazione di Ca²⁺

[Ca²⁺])

potenzialmente dannosi per la cellula e garantire il mantenimento dell’omeostasi cellulare 

Ca²⁺, con 

invece, la concentrazione di Ca²⁺

condizioni di riposo mantiene una concentrazione di Ca²⁺ simile a quella citosolica. Tuttavia, 

i mitocondri possiedono la capacità di accumulare elevate quantità di Ca²⁺, arrivando a livelli 



microdomini con alte [Ca²⁺] locali all’interfaccia tra i due organelli

Questo elevato carico di Ca²⁺

all’interno gioca un ruolo cruciale nel supportare il metabolismo energetico della cellula, 

contribuendo alla produzione di ATP e al mantenimento dell’efficienza bioenergetica 

Toolkit di segnalazione del Ca²⁺

Ca²⁺ di trasmettere segnali all’interno della cellula è garantita da un insieme di 

pompe, scambiatori e proteine che legano o tamponano il Ca²⁺, 

Ca²⁺ si manifestano sotto forma di rapidi incrementi della [Ca²⁺]

Ca²⁺

Ca²⁺

contrazione muscolare e l’esocitosi 

mobilizza il Ca²⁺, 

’

attivati rispettivamente dall’IP e dal Ca²⁺ stesso. L'attivazione di tali canali provoca un 

Ca²⁺ Ca²⁺



(PLC), ma tramite meccanismi differenti: i GPCRs attivano le isoforme PLCβ1 e PLCβ2, 

mentre i TKRs stimolano l'isoforma PLCγ. La PLC, seguendo due vie alternative, idrolizza i

, l’IP

promuove il rilascio di Ca²⁺ dal deposito intracellulare verso il cit

Figura 2. Vie di segnalazione del Ca²⁺ intracellulare. I canali e i recettori di membrana regolano la concentrazione 
intracellulare di Ca²⁺ e attivano numerosi meccanismi di trasduzione del segnale. Le fosfolipasi C (PLCβ e PLCγ) scindono 
il PIP₂ in IP₃ e DAG: l’IP₃ si lega ai recettori IP₃R sul reticolo endoplasmatico per il rilascio di Ca²⁺, mentre il DAG attiva 
la PKC. I mitocondri partecipano all’assorbimento e al rilascio di Ca²⁺ tramite l’uniportatore mitocondriale del Ca²⁺ (MCU) 
e lo scambiatore Na⁺/Ca²⁺ (NCX), mentre a livello del reticolo endoplasmatico intervengono i recettori RYR e la pompa Ca²⁺-
ATPasi della membrana plasmatica (SERCA). Il Ca²⁺, come secondo messaggero, attiva proteine effettrici tra cui la 
calmodulina (CaM), che regola enzimi come CaMKII e CaMKIV coinvolti nella crescita neuronale e nella trascrizione 
nucleare tramite CREB. Inoltre, la calcineurina (PP2B) de-fosforila NFAT, promuovendone la traslocazione nel nucleo per 
la regolazione genica (Bootman 2012).



Ca²⁺ 

questi, le principali sono le pompe Ca²⁺

Ca²⁺ 

Ca²⁺ Ca²⁺ all’interno 

dell’

e l’uniportatore mitocondriale del calcio (MCU), situato sulla membrana mitocondriale interna 

Ca²⁺ 

Ca²⁺

il rilascio di Ca²⁺ tramite canali come gli IP

Ca²⁺ 

Ca²⁺ 

Ca²⁺ 



Figura 3. Attivazione di STIM1 e formazione dei canali CRAC. In seguito alla stimolazione agonista-mediata dei recettori 
accoppiati a PLC, il rilascio di calcio mediato da IP₃ provoca la deplezione dei depositi di Ca²⁺ nel RE. Questo porta alla 
dissociazione del Ca²⁺ dal dominio EF-hand di STIM1, che si attiva e cambia conformazione, avvicinando il suo dominio C-
terminale alla membrana plasmatica. Qui si lega ai canali Orai1, formando i canali CRAC, che permettono l'ingresso di Ca²⁺ 
dall'ambiente extracellulare nella cellula (Kodakandla, Akimzhanov, e Boehning 2023).

Ca²⁺ 

combinata con l’utilizzo dei

mutazioni maggiormente coinvolte nei NSCLS, in cui si ha l’attivazione dell’oncogene KRAS 

e l’inattivazione del gene oncosoppressore p53. 







una sovraespressione dell’enzima DHTKD1 nei pazienti, suggerendo il suo ruolo cruciale nel 

metabolismo mitocondriale della lisina e del triptofano. Per indagare l’impatt

rimodellamento dell’espressione genica legata alla regolazi

l’espressione 

dell’enzima 

caratterizzata da mutazioni silenziamento dell’enzima 





DATI PRELIMINARI
Per indagare la relazione tra LUAD e DHTKD1, presso il laboratorio del Professor Alessio 

Menga è stata eseguita un’analisi in silico TCGA, confrontando i tumori LUAD e i tessuti 

normali adiacenti. L'analisi ha rilevato un'espressione significativamente più elevata di 

DHTKD1 nei campioni tumorali rispetto ai tessuti normali (p < 0,001), indicando una chiara 

up-regolazione del gene (Figura 4). Questi risultati suggeriscono che DHTKD1 possa svolgere 

un ruolo chiave nella progressione tumorale, identificandolo anche come un potenziale 

biomarcatore prognostico negativo.

Figura 4. Confronto dei livelli di espressione del gene DHTKD1 tra campioni non tumorali (N=59) e campioni di 
adenocarcinoma polmonare (LUAD) (N=515) ottenuti dal dataset TCGA. Analisi statistica: Test T a due code (*** = p < 
0,001). 

Dalla letteratura era emerso che il silenziamento di DHTKD1 determinasse una riduzione della 

produzione energetica e della respirazione mitocondriale, accompagnata da una diminuzione 

del numero di copie di DNA mitocondriale e da un aumento dei livelli di ROS 

.  A tale scopo, è stata utilizzata una linea cellulare murina caratterizzata da mutazioni 

, driver oncogenici clinicamente rilevanti noti per indurre nelle cellule di 

LUAD l'attivazione di percorsi metabolici differenti . Per cui, partendo 

da questa linea, sono state create tre linee cellulari silenziate per il gene DHTKD1 (denominate 

DH1, DH2, DH3) per indagare appunto i meccanismi metabolici e molecolari attraverso i quali 

DHTKD1 influenza l'invasività e il rimodellamento del microambiente tumorale.



I risultati di questi esperimenti avevano mostrato che l’amplificazione di DHTKD1 nelle 

cellule di LUAD promuove l’aggressività tumorale supportando il metabolismo energetico e 

prevenendo l'accumulo di metaboliti tossici. Il suo silenziamento provoca stress cellulare, 

aumento dei ROS e ipossia, rallentando la progressione del tumore e attivando la risposta 

immunitaria, suggerendo che l'inibizione di DHTKD1 possa rappresentare una strategia 

terapeutica innovativa per migliorare l’efficacia delle terapie oncologiche.

Successivamente tra le tre linee con l’enzima silenziato è stata selezionata per gli esperimenti 

solo la linea DH3 che ha dimostrato un maggior livello di silenziamento di DHTKD1.

Figura 5. Volcano plot che mostra l’analisi differenziale dell’espressione genica ottenuta mediante RNA sequencing di 
cellule silenziate per il gene DHTKD1 rispetto alle cellule di controllo. Asse delle ascisse: Log2 Fold Change. Asse delle 
ordinate: -log10(Adjusted p-value). I geni up-regolati nelle cellule silenziate sono rappresentati in rosso, mentre quelli 
down-regolati sono mostrati in verde. La significatività differenziale dell'espressione genica è stata determinata applicando 
una soglia di adjusted p-value < 0.05 e una soglia di |log2 Fold Change| > 1.



Di conseguenza, sulla linea DH3 sono state condotte ulteriori analisi, tra cui l’analisi 

trascrittomica, che ha rivelato un significativo rimodellamento dell’espressione genica legata 

alla regolazione del Ca²⁺ intracellulare. In particolare, è stata osservata una sovraespressione 

della pompa SERCA, un’ATPasi del reticolo endoplasmatico, e una riduzione dell’espressione 

del trasportatore di membrana NCX, coinvolto nello scambio di Na⁺ e Ca²⁺ (Figura 5).

Valutazione dei segnali di Ca²⁺ citosolico nelle cellule DH3 in 

risposta all’ATP
Considerando i risultati ottenuti in seguito all’analisi della trascrittomica e del metabolismo 

delle cellule murine silenziate per l’enzima DHTKD1, in cui è emerso un rimodellamento 

dell’espressione di geni legati alla regolazione dei livelli di calcio intracellulare, tra cui la 

sovraespressione della pompa SERCA, ATPasi del reticolo endoplasmatico, e una 

diminuzione di NCX, trasportatore di membrana degli ioni Na+ e Ca2+, sono stati eseguiti 

esperimenti di imaging del calcio, per indagare un’eventuale alterazione dell’omeostasi di 

questo ione. Un approccio complementare per indagare sui meccanismi delle alterazioni è stato 

overesprimere stabilmente, mediante trasduzione lentivirale, l’enzima DHTKD1 nelle cellule 

LUAD di controllo, per indagare se ulteriore overespressione dell’enzima potesse avere un 

effetto opposto rispetto al silenziamento (questa condizione di overespressione dell’enzima 

nelle cellule LUAD di partenza è indicata come OVER).

Il punto di partenza, quindi, è stato valutare la dinamica del calcio nel citosol in risposta alla 

stimolazione con ATP (200 µM), in tre condizioni ShCTR, ShDH3 e OVER. Le cellule sono 

state trattate con la sonda raziometrica Fura-2 per 20 minuti a temperatura ambiente e al buio. 

Le analisi sono state condotte al microscopio a fluorescenza. Le emissioni di questa sonda 

sono analizzate dal software nel tempo e si correlano alla [Ca²⁺] nel citosol.

L'aggiunta di ATP provoca un rapido aumento della [Ca²⁺] intracellulare, seguito da un 

decremento progressivo, caratteristico del rilascio di Ca²⁺ dai depositi intracellulari e della 

successiva ricaptazione. Le cellule ShDH3 mostrano un'ampiezza di risposta maggiore rispetto 

sia alle cellule ShCTR che alle cellule OVER, indicando che il silenziamento di DHTKD1 

comporta un aumento della mobilizzazione del Ca²⁺ citosolico in risposta alla stimolazione 

con ATP (Figura 6). I risultati mostrano che le cellule ShDH3 presentano un valore 



significativamente più alto rispetto sia alle cellule ShCTR che alle cellule OVER, con una 

differenza altamente significativa (p < 0,0001). 

Questo suggerisce che la up-regolazione di DHTKD1 osservata nelle cellule tumorali possa 

essere correlata al rimodellamento del Ca2+ signaling toolkit osservato nell’analisi 

trascrittomica, e potrebbe indicare un potenziamento del meccanismo di svuotamento del RE 

in risposta agli stimoli esterni. Però, nelle cellule OVER non è stata osservata la diminuzione 

della risposta come ipotizzato, suggerendo che l’aumento ulteriore dei livelli dell’enzima non 

porti alla riversione della risposta. 

Figura 6. Dinamiche di Ca²⁺ nel compartimento citosolico in seguito a stimolazione con ATP. (A) Grafico temporale della 
ratio normalizzata della sonda Fura-2AM nelle cellule ShCTR (grigio), ShDH3 (arancione) e OVER (verde) in risposta alla 
stimolazione con 200 µM di ATP. Sull’asse X è riportato il tempo (in secondi), mentre sull’asse Y è rappresentata la ratio 
normalizzata della fluorescenza. Le curve sono ottenute come media delle risposte di cellule provenienti da esperimenti 
indipendenti, mostrando l’andamento del Ca²⁺ citosolico in seguito alla stimolazione. (B) Rappresentazione grafica dei picchi 
delle curve di Ca²⁺, calcolati come media dei valori massimi registrati in tutti gli esperimenti condotti. I dati sono espressi 
tramite l’analisi statisica di ANOVA (****= P. value <0.0001).

Questi dati confermano che la perdita di DHTKD1 determina un aumento dell’ampiezza della 

risposta al Ca²⁺ citosolico, suggerendo un ruolo cruciale di questo enzima nel modulare la 

capacità delle cellule tumorali di rispondere agli stimoli.

Valutazione dei segnali di Ca²⁺ mitocondriale nelle cellule DH3 

in risposta all’ATP
Successivamente sono state analizzate le dinamiche di Ca²⁺ all’interno della matrice 

mitocondriale, utilizzando sonda Mt-fura-2 (in collaborazione con Prof.ssa Diana Pendin, 

Università di Padova), sonda raziometrica specifica per la matrice mitocondriale con cui le 



cellule sono state incubate per 40 minuti. In seguito, gli esperimenti sono stati condotti 

seguendo lo stesso protocollo utilizzato per Fura-2AM.

Anche in questo caso, le cellule ShDH3 mostrano risposte ATP-mediate significativamente 

più elevate e prolungate rispetto alle cellule ShCTR e OVER (Figura 7). Al contrario, e in 

linea con quello osservato nel compartimento citosolico, le cellule OVER, mostrano una curva 

significativamente inferiore rispetto ai ShDH3, simile a quella ottenuta con cellule controllo. 

Figura 7. Dinamiche di Ca²⁺ nella matrice mitocondriale in seguito a stimolazione con ATP. (A) Grafico temporale della 
ratio normalizzata della sonda Mt-fura-2 nelle cellule ShCTR (grigio), ShDH3 (arancione) e OVER (verde) in risposta alla 
stimolazione con 200 µM di ATP. Sull’asse X è riportato il tempo (in secondi), mentre sull’asse Y è rappresentata la ratio 
normalizzata della fluorescenza. Le curve sono ottenute come media delle risposte di cellule provenienti da esperimenti 
indipendenti, mostrando l’andamento del Ca²⁺ mitocondriale in seguito alla stimolazione. (B) Rappresentazione grafica dei 
picchi delle curve di Ca²⁺, calcolati come media dei valori massimi registrati in tutti gli esperimenti condotti. I dati sono 
espressi tramite l’analisi statisica di ANOVA (ns= P.value > 0.05; ****= P. value <0.0001).

Questi dati suggeriscono che il silenziamento di DHTKD1 provochi un aumento della capacità 

dei mitocondri di accumulare Ca²⁺ in risposta alla stimolazione con ATP. Tale fenomeno 

potrebbe derivare da un aumentato uptake di Ca²⁺, nelle cellule con DHTKD1 silenziato, 

oppure un maggiore rilascio dello ione dal reticolo endoplasmatico che entra direttamente nel 

mitocondrio, grazie all’interazione tra IP3R e VDAC. Inoltre, la mancata differenza tra cellule 

ShCTR e OVER suggerisce che l'over-espressione di DHTKD1 non influisce 

significativamente sulla capacità dei mitocondri di accumulare calcio. Questo dato potrebbe 

indicare che il controllo della dinamica mitocondriale del Ca²⁺ non sia direttamente correlato 

alla quantità di DHTKD1, ma piuttosto agli effetti a valle della sua sovrespressione o 

silenziamento, che a sua volta abbiano un effetto modulatorio sul metabolismo mitocondriale.



Valutazione dei segnali di Ca²⁺ generati dal meccanismo SOCE 

nelle cellule DH3 
Un aspetto di grande interesse è il funzionamento dei canali SOCE, il cui ruolo principale, 

come già descritto, è quello di ripristinare le riserve di Ca²⁺ intracellulare prelevandolo 

dall’ambiente extracellulare, nonché stimolare le vie dei segnali Ca²⁺-dipendenti, come per 

esempio via di attivazione della calcineurina → NFAT nei infociti. .

Per indurre un completo esaurimento delle riserve di [Ca²⁺]ER e valutare il contenuto del Ca2+ 

nell’RE, è stato utilizzato tBHQ, un inibitore specifico della pompa SERCA, una famiglia di 

pompe ioniche che trasportano Ca²⁺ dal citoplasma al reticolo endoplasmatico, utilizzando 

l’energia derivata dall’idrolisi dell’ATP. Il trattamento con questo inibitore, in assenza del Ca2+ 

nel mezzo extracellulare, provoca un accumulo di Ca²⁺ nel citosol, derivante dal rilascio 

passivo dalle riserve di Ca²⁺ dell’ER . Questo fenomeno innesca l'attivazione 

del complesso proteico STIM-Orai, responsabile dell’ingresso di calcio nella cellula mediante 

il meccanismo SOCE. Infine, è stata effettuata una re-aggiunta del Ca²⁺ nel medium 

extracellulare, consentendo di misurare l’ingresso del Ca²⁺ attraverso la membrana plasmatica 

con il meccanismo SOCE e quindi valutare la capacità del sistema di ripristinare l’omeostasi 

dopo l’esaurimento delle riserve.

Come si può osservare nella Figura 8, il disegno sperimentale per valutare le riserve del Ca²⁺ 

nell’ER e l’attività del SOCE può essere suddiviso in due fasi principali. La prima fase consiste 

nel rilascio passivo di Ca²⁺ dal RE. In questa fase, le cellule vengono mantenute in assenza di 

calcio extracellulare (Ø Ca²⁺). Viene quindi aggiunto il tBHQ (200 µM), un inibitore della 

pompa SERCA, per indurre il rilascio passivo di Ca²⁺ dal RE. L’inibizione della SERCA 

provoca un accumulo transitorio di Ca²⁺ nel citosol, evidenziato da un aumento della ratio 

Fura-2. Successivamente, la ratio diminuisce a causa del trasporto del Ca²⁺, grazie all’attività 

della pompa PMCA, verso lo spazio extracellulare.

La seconda fase, invece, corrisponde alla valutazione dell’attivazione del meccanismo SOCE. 

Con l’aggiunta della soluzione KRB contenente 2 mM CaCl₂, viene ripristinata la 

concentrazione extracellulare di Ca²⁺. La deplezione di Ca²⁺ nel RE attiva il complesso STIM-

Orai, permettendo un massiccio afflusso di Ca²⁺ dall'ambiente extracellulare. La ratio Fura-2 

diminuisce gradualmente man mano che il Ca²⁺ viene sequestrato nei compartimenti 

intracellulari o eliminato dalla cellula.



Questa dinamica riflette il ruolo cruciale del SOCE nel ripristino delle riserve di Ca²⁺ 

intracellulare dopo l’esaurimento del RE, garantendo il mantenimento dell’omeostasi.

Figura 8. Grafico temporale della ratio normalizzata di Fura-2 (asse Y) in funzione del tempo (asse X), utilizzata per 
monitorare la dinamica del Ca²⁺ intracellulare durante il processo di Store Operated Calcium Entry (SOCE).

L’analisi delle curve è stata eseguita separando le due fasi sperimentali, ovvero la fase del 

rilascio passivo del Ca²⁺ dal RE e la fase dell’ingresso del Ca2+ mediante il SOCE. 

Per prima è stata confrontata la concentrazione di Ca2+ citosolico dopo il blocco della pompa 

SERCA, presente sulla membrana plasmatica di RE, con tBHQ (Figura 9), dove si osserva che 

le cellule ShDH3 presentano un aumento significativamente superiore rispetto al controllo.  Il 

maggiore accumulo di calcio osservato nelle cellule ShDH3 suggerisce che il silenziamento 

di DHTKD1 stimola la capacità del RE di trattenere il Ca²⁺, rendendo più marcato il rilascio 

in seguito all’inibizione della SERCA.

Considerando anche i dati preliminari della trascrittomica in cui è stato trovato che il gene 

codificante la proteina SERCA sia up-regolato nelle cellule DH3, questa evidenza potrebbe 

indicare che DHTKD1 giochi un ruolo indiretto nel mantenimento dell’omeostasi del Ca²⁺ nel 

RE. 



Figura 9. Rilascio passivo di Ca²⁺dal RE in seguito all'inibizione della pompa SERCA con tBHQ (200 µM). (A) Grafico della 
ratio normalizzata di Fura-2 in funzione del tempo nelle cellule ShCTR (grigio) e ShDH3 (arancione). Sull’asse X è riportato 
il tempo (in secondi), mentre sull’asse Y è rappresentata la ratio normalizzata della fluorescenza. Le curve sono ottenute 
come media delle risposte di cellule provenienti da esperimenti indipendenti, mostrando l’andamento del Ca²⁺citosolico in 
seguito alla stimolazione con tBHQ. (B) Rappresentazione grafica dei picchi, calcolati come media dei valori massimi 
registrati in tutti gli esperimenti condotti. I dati sono espressi tramite l’analisi statisica di test t a due code per medie non 
appaiate (***= P. value <0.001).

Infine, è stata analizzata la seconda fase del meccanismo SOCE, ovvero l’attivazione 

dell’ingresso di calcio extracellulare attraverso i canali STIM-Orai dopo la deplezione delle 

riserve di Ca²⁺ dal RE. In entrambe le condizioni si osserva un aumento rapido e significativo 

del Ca²⁺ intracellulare, che indica l’attivazione del meccanismo SOCE (Figura 10). Tuttavia, 

le cellule ShDH3 presentano un picco di Ca²⁺ significativamente più alto rispetto alle cellule 

ShCTR, suggerendo una maggiore capacità di ingresso del Ca²⁺ attraverso i canali SOCE.

Figura 10. Attivazione dei meccanismi del SOCE in seguito a deplezione di Ca2+ nel RE. (A) Grafico della ratio normalizzata 
di Fura-2AM in funzione del tempo nelle cellule ShCTR (grigio) e ShDH3 (arancione. Sull’asse X è riportato il tempo (in 
secondi), mentre sull’asse Y è rappresentata la ratio normalizzata della fluorescenza. Le curve sono ottenute come media 
delle risposte di cellule provenienti da esperimenti indipendenti, mostrando le dinamiche dell’ingresso di Ca²⁺ nel RE tramite 
meccanismo SOCE. (B) Rappresentazione grafica dei picchi, calcolati come media dei valori massimi registrati in tutti gli 
esperimenti condotti. I dati sono espressi tramite l’analisi statisica di test t a due code per medie non appaiate (****= P. 
value <0.0001).



I risultati ottenuti suggeriscono un'alterazione nella gestione del Ca2+, sia in termini di 

regolazione citosolica e mitocondriale, che di mantenimento del Ca2+ nel RE.





Per gli esperimenti sono state utilizzate cellule isolate da lesioni tumorali di topo, appartenenti 

a una linea cellulare murina con mutazioni KRASG12D e P53-/-, ottenute dal laboratorio del 

Professor Alessio Menga, presso il Dipartimento di Scienze della Salute - Centro per la Ricerca 

Traslazionale sulle Malattie Autoimmuni e Allergiche (CAAD).

Le seguenti varianti cellulari sono state utilizzate nello studio, ottenute mediante il protocollo 

shRNA Lentiviral Particles Transduction (Santa Cruz Biotechnology):

•

•

• sovraespressione dell’enzima DHTKD1, ottenuta tramite 

Le cellule sono state coltivate in monostrato (2D), a 37°C in atmosfera umidificata con 5% di 

CO₂., utilizzando il terreno di coltura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Sigma-

Aldrich), arricchito con: 10% di siero fetale bovino (FBS) (Gibco), 2 mM di glutammina 

(Sigma-Aldrich), 10 U/ml di penicillina, 100 µg/ml di streptomicina (Sigma-Aldrich).

L’imaging del Ca²⁺ è stato eseguito per valutare le dinamiche del Ca²⁺ a livello del:

•

•

•

Dopo 24h il flusso di Ca²⁺ 



di [Ca²⁺] dopo stimolazione con 200 µM di ATP.

Per misurare le concentrazioni di Ca²⁺ intracellulare è stata utilizzata la sonda fluorescente 

volta all’interno della cellula, le esterasi intracellulari rimuovono il gruppo acetossimetil, 

iometrico, caratterizzato da una doppia lunghezza d’onda di 

eccitazione. In seguito al legame con il Ca²⁺ libero, si verifica uno spostamento del picco di 

assorbimento verso la regione blu dello spettro, mantenendo costante la lunghezza d’onda di 

Ca²⁺ 

di Ca²⁺ 

intracellulare, permettendo una misurazione quantitativa delle variazioni di calcio all’interno 

mM di CaCl₂, nella quale sono stati diluiti i seguenti componenti in rapporto 1:2000: Fura

mM Na₃PO₄ 1 mM MgSO₄

2 mM CaCl₂

lipidica e aumentando così l’efficienza di caricamento nelle cellule.

agisce inibendo l’efflusso del Fura

impedendo la perdita dell’indicatore dalle cellule.

contenente 2 mM di CaCl₂, nella quale sono stati diluiti i seguenti componenti: Mt



2 è anch’esso un sensore per il Ca²⁺, caratterizzato come indicatore ra

l'accoppiamento di due cationi trifenilfosfonio (P⁺Ph₃) alla struttura di Fura

Figura 11. Confronto tra la struttura molecolare di Fura-2 e Mt-Fura-2. L'immagine mostra la differenza strutturale tra 
l'indicatore raziometrico del calcio Fura-2 e la sua variante mitocondriale Mt-Fura-2 (Pendin et al. 2019).

contenente 2 mM di CaCl₂, al fine di rimuovere l'eccesso di colorante che potrebbe 

Per l'acquisizione dell'immagine del Ca²⁺, i vetrini

acquisizione, alla quale sono stati aggiunti 500 µL di KRB con 2 mM di CaCl₂

KRB con 2 mM di CaCl₂. L'incubazione è stata effettuata per 20 m



Glicolico Tetra Acetico (EGTA) per eliminare eventuali residui di CaCl₂.

acquisizione, al fine di chelare il Ca²⁺ citosolico, e la camera è stata posizionata sull’obiettivo 

CaCl₂ per garantire una concentrazione finale di 

2 mM di Ca²⁺, proseguendo il monitoraggio della risposta per altri 500 secondi.

L’eccitazione è stata eseguita alternativamente a 340 nm e 380 nm utilizzando 

valutare le differenze nell’ampiezza delle oscillazioni di Ca²⁺, i valori del rapporto sono stati 

normalizzati applicando la formula ΔF/F₀.





Ca²⁺ 

di espressione dell’enzima DHTKD1. Per questo scopo, sono state utilizzate cellule in cui 

l’enzima era 

Ca²⁺ che nei mitocondri. Inoltre, è stata valutata l’efficacia del meccanismo 

Ca²⁺ 

tramite l’inibizione della pompa SERCA con tBHQ.

Ca²⁺ 

Ca²⁺ 

dall’RE dopo l’inibizione della pompa SERCA indicativo dell’aumentato contenuto del Ca2+ 

nel lume dell’RE. , dopo lo svuotamento dell’RE, l’ingresso del Ca

ti sono coerenti con quanto emerso dall’RNA sequencing delle cellule silenziate, che ha 

evidenziato un rimodellamento dell’espressione genica correlata alla regolazione del calcio 

intracellulare. In particolare, è stato osservato un aumento dell’espression

codificante la pompa SERCA, un’ATPasi del reticolo endoplasmatico responsabile 

dell’accumulo di calcio nel RE, e una diminuzione dell’espressione del gene codificante NCX, 

un trasportatore di membrana che espelle Ca²⁺ fuori dalla cellula tramite lo scambio con Na⁺.

Si può ipotizzare che l’aumento dell’espressione della SERCA produca

dell’RE con il Ca provocando un maggior rilascio in risposta all’ATP e l’inibizione della 

l’

ShCTR, che un ulteriore sovraespressione dell’enzima non provochi un effetto significativo 

dell’omeostasi del Ca²⁺ 



In questo studio non sono state considerate le cellule “sane”, in quanto le linee

anno un analogo “sano”. 

regolazione, inclusa l’analisi funzionale

Ca²⁺ 

Ca²⁺ 
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