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1. INTRODUZIONE

1.1 La Gravita come Fattore Biologico
La gravita rappresenta uno dei principali fattori fisici che hanno influenzato e
plasmato 1’evoluzione dei sistemi biologici sulla Terra. Tutti gli organismi viventi
si sono sviluppati in presenza di un campo gravitazionale pressoché costante pari a
circa 1 g (9.81 m/s?), condizione che ha contribuito a modellare numerosi aspetti
della morfologia, della fisiologia e dell’organizzazione cellulare degli esseri viventi
nel corso del tempo (Narayanan. 2023).
Dal punto di vista fisico, la gravita si manifesta come un’accelerazione costante che
agisce su tutti 1 corpi dotati di massa. In ambito biologico, questo si traduce in un
carico meccanico continuo che rappresenta uno stimolo ambientale permanente per
le cellule, contribuendo alla distribuzione delle forze intracellulari e al
mantenimento dell’equilibrio meccanico tra le diverse componenti strutturali.
La wvariazione del campo gravitazionale, come avviene in condizioni di
microgravita, determina una perturbazione di questi equilibri meccanici. La
microgravita non implica 1’assenza del campo gravitazionale, bensi una sua marcata
riduzione (circa 1073-107¢ g nelle condizioni orbitali).
Nei sistemi di microgravita simulata, invece, il vettore gravitazionale terrestre
mantiene un’intensita pari a 1 g, ma viene continuamente riorientato nello spazio,
impedendo alle cellule la percezione di una direzione gravitazionale stabile nel
tempo. In entrambi 1 casi, la perdita di un segnale meccanico direzionale costante
rappresenta una perturbazione per I’omeostasi cellulare.
Negli ultimi decenni, lo sviluppo delle missioni spaziali e la prospettiva di
permanenze umane prolungate nello spazio hanno stimolato un crescente interesse
verso lo studio degli effetti della microgravita sui sistemi biologici. In questo
contesto, la riduzione del segnale gravitazionale rappresenta una condizione
sperimentale utile per indagare il ruolo delle forze fisiche nella regolazione dei
processi cellulari e nei meccanismi di adattamento biologico (van den Nieuwenhof

et al. 2024; Lopez Garzon et al. 2025).



1.2 Microgravita e Microgravita Simulata
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Figura 1: Rappresentazione grafica di diversi metodi per studiare gli effetti della

microgravita o microgravita simulata. Immagine da: Chen et al. 2025.

Nel contesto della letteratura scientifica, ¢ comune distinguere tra microgravita reale
(rng) e microgravita simulata (spg). La microgravita reale si verifica in condizioni di
caduta libera, come nelle missioni spaziali orbitali o i voli parabolici, mentre la
microgravita simulata viene ottenuta mediante dispositivi che alterano nel tempo la
percezione del vettore gravitazionale senza alterarne 1’intensita (Herranz et al. 2013).
Per questo motivo, gran parte degli studi biologici viene condotta mediante modelli
di microgravita simulata (Simulated Microgravity, SMG), che consentono di
riprodurre una condizione in cui il vettore gravitazionale non viene percepito come
stabile dal sistema biologico, permettendo 1’analisi controllata delle risposte cellulari
e molecolari indotte da questo particolare ambiente fisico (Herranz et al. 2013; Wuest
et al. 2015). Nei sistemi di microgravita simulata, il vettore gravitazionale terrestre
mantiene un’intensita costante pari a 1 g, ma viene continuamente riorientato nello
spazio. Di conseguenza, pur essendo sempre presente, il segnale gravitazionale non

risulta stabile dal punto di vista direzionale. Questo fenomeno, noto come gravity



vector averaging, determina una condizione funzionalmente assimilabile alla
microgravita (Wuest et al. 2015).

Nel complesso, 1 sistemi di microgravita simulata rappresentano strumenti
consolidati per lo studio delle risposte cellulari in condizioni controllate e
riproducibili, consentendo di investigare gli effetti della riduzione del segnale

gravitazionale su numerosi processi biologici.

1.2.1 Modelli di microgravita simulata
Per lo studio degli effetti della microgravita in condizioni di laboratorio, sono stati
sviluppati diversi sistemi in grado di riprodurre la riduzione del vettore gravitazionale
attraverso approcci meccanici. Tra questi, 1 dispositivi basati su rotazione
rappresentano le piattaforme piu diffuse e includono clinostati e sistemi pit avanzati
come il Random Positioning Machine (RPM) (Ferranti et al. 2020; Hasenstein & van
Loon, 2015).
I clinostati rappresentano uno dei primi dispositivi utilizzati per la simulazione della
microgravita e si basano sulla rotazione del campione attorno a uno o piu assi a
velocita costante. Questo movimento consente di modificare continuamente
I’orientamento del sistema biologico rispetto al vettore gravitazionale, riducendo nel
tempo la percezione direzionale. In base alla configurazione, si distinguono clinostati
a singolo asse (1D e 2D) e sistemi tridimensionali (3D), nei quali I’aggiunta di un
secondo asse consente una piu efficace dispersione della componente direzionale
della gravita (Hasenstein & van Loon, 2015; Kim et al. 2016).
Un’evoluzione piu avanzata di questo principio ¢ rappresentata dal Random
Positioning Machine (RPM), un dispositivo costituito da due telai perpendicolari che
ruotano indipendentemente, consentendo un riorientamento continuo e casuale del
campione nello spazio.
Questo meccanismo determina una continua variazione della direzione del vettore
gravitazionale, che nel tempo viene mediata attraverso il continuo riorientamento
spaziale, pur non essendo mai completamente eliminato (Ferranti et al. 2020). A
differenza dei clinostati, nell’RPM sia la velocita sia la direzione di rotazione variano

in modo casuale, impedendo alle cellule di adattarsi a uno stimolo meccanico



coerente. Quando la frequenza di rotazione ¢ sufficientemente elevata rispetto ai
tempi di risposta biologica, le cellule sperimentano una condizione funzionalmente
assimilabile alla microgravita (Ferranti et al. 2020).

Un aspetto critico nell’utilizzo del RPM ¢ rappresentato dal posizionamento dei
campioni rispetto al centro di rotazione. L’aumento della distanza dagli assi comporta
infatti D’incremento delle forze centrifughe, rendendo necessario mantenere 1
campioni il piu possibile in prossimita del centro del sistema per garantire condizioni
sperimentali controllate (Ferranti et al. 2020).

Un ulteriore elemento da considerare riguarda la dinamica dei fluidi all’interno delle
flask di coltura. La rotazione del sistema puo infatti aumentare il movimento del
mezzo, generando forze di taglio (shear stress) e fenomeni convettivi che possono
influenzare il comportamento cellulare. Per questo motivo, ¢ fondamentale
minimizzare la presenza di bolle d’aria, riempendo le flask di terreno e quindi definire
con precisione le condizioni sperimentali, al fine di limitare effetti non specifici
(Ayyaswamy & Mukundakrishnan, 2007).

Oltre alla simulazione della microgravita, I’RPM trova applicazione anche nello
studio della crescita tridimensionale cellulare. In condizioni di elevata densita
cellulare, infatti, il continuo riorientamento spaziale favorisce le interazioni cellula-
cellula e la formazione di strutture tridimensionali, quali gli sferoidi, che
rappresentano modelli piu fisiologici rispetto alle colture bidimensionali tradizionali

(Ferranti et al. 2020).

Nel complesso, sebbene 1 sistemi di microgravita simulata presentino limitazioni
intrinseche e non riproducano perfettamente 1’ambiente spaziale, essi costituiscono
strumenti consolidati per 1’analisi delle risposte cellulari in condizioni controllate e

riproducibili.



1.3 Effetti Biologici della Microgravita sulle Cellule

La riduzione del carico gravitazionale determina una perturbazione significativa degli
equilibri meccanici e funzionali che regolano il comportamento cellulare. Come
accennato nel paragrafo precedente, tali condizioni influenzano diversi processi
biologici fondamentali, ma gli effetti osservati non sono riconducibili a un singolo
meccanismo, bensi a wuna risposta integrata che coinvolge piu livelli
dell’organizzazione cellulare, dai sistemi strutturali ai pathway di segnalazione. In
questo contesto, la microgravita induce una riorganizzazione delle proprieta
biomeccaniche e dei sistemi di segnalazione associati, con conseguenze su struttura,
adesione, proliferazione ¢ metabolismo cellulare (van den Nieuwenhof et al. 2024;
Loépez Garzon et al. 2025).

Alla luce di questa complessita, risulta necessario analizzare in modo sistematico i
principali adattamenti cellulari indotti dalla microgravita. Nei paragrafi seguenti
verranno quindi approfonditi 1 principali effetti della microgravita a livello cellulare,
con particolare attenzione alle modificazioni del citoscheletro e dei meccanismi di
meccanotrasduzione, ai processi di proliferazione e sopravvivenza, alle interazioni

con la matrice extracellulare e alle alterazioni della funzione mitocondriale.

1.3.1 Alterazioni del citoscheletro e meccanotrasduzione

Il citoscheletro rappresenta uno dei principali sensori attraverso cui le cellule
percepiscono e rispondono agli stimoli meccanici, inclusa la forza gravitazionale.
Questa rete dinamica, composta da microfilamenti di actina, filamenti intermedi e
microtubuli, non solo garantisce 1’integrita strutturale e la polarita della cellula, ma
svolge un ruolo centrale nella meccanotrasduzione, ovvero nella conversione di
stimoli meccanici in risposte biochimiche.

In condizioni fisiologiche (1g), le cellule mantengono uno stato di equilibrio
meccanico noto come tensegrita, in cui le forze di tensione e compressione sono
distribuite in modo bilanciato all’interno della cellula. Questo stato di equilibrio ¢
mediato da strutture specializzate come le integrine e le adesioni focali, che
consentono la trasmissione delle forze dalla matrice extracellulare (ECM) al

citoscheletro e, successivamente, al nucleo, influenzando 1’espressione genica.



In condizioni di microgravita reale o simulata, la perdita di un riferimento
gravitazionale direzionale stabile determina una significativa perturbazione di questo
equilibrio.

Studi sperimentali hanno evidenziato che la microgravita simulata pud determinare
una riduzione delle adesioni focali, accompagnata da alterazioni dell’organizzazione
citoscheletrica e del posizionamento nucleare (Zhao et al. 2018). Nei sistemi di
microgravita simulata, il continuo riorientamento del campione rispetto al vettore
gravitazionale genera il fenomeno del gravity vector averaging, che impedisce alle
cellule di percepire un segnale meccanico costante nel tempo, alterando 1 processi di
meccanotrasduzione (Wuest et al. 2015).

Parallelamente, la riduzione degli stimoli meccanici si riflette sull’attivita dei
pathway di segnalazione intracellulare. La minore tensione sulle adesioni focali
modula Dattivita di vie di segnalazione meccano-sensibili, con conseguenze dirette
sui processi di proliferazione, sopravvivenza e differenziazione cellulare.

Un ruolo chiave in questo contesto ¢ svolto dal collegamento meccanico tra
citoscheletro e nucleo, mediato dal complesso LINC (Linker of Nucleoskeleton and
Cytoskeleton). Questo sistema proteico consente la trasmissione delle forze alla
lamina nucleare e alla cromatina, contribuendo alla regolazione dell’organizzazione
nucleare e dell’espressione genica (Chang et al. 2015). Le alterazioni citoscheletriche
indotte dalla microgravita possono quindi propagarsi al nucleo, influenzando
I’organizzazione della cromatina e 1’accessibilita del DNA, con conseguente

modulazione dei programmi trascrizionali cellulari (Uzer et al. 2015).

Nel loro insieme, questi dati indicano che il citoscheletro e le strutture di adesione
rappresentano uno dei primi livelli di risposta cellulare alla riduzione del carico

gravitazionale.

1.3.2 Proliferazione, apoptosi e differenziazione
L’esposizione alla microgravita ¢ stata associata ad alterazioni dei processi di
proliferazione, sopravvivenza e differenziazione cellulare. Tuttavia, gli effetti

osservati risultano altamente dipendenti dal tipo cellulare, dal modello sperimentale



utilizzato e dalla durata dell’esposizione, evidenziando una marcata variabilita nella
risposta biologica (Grimm et al. 2020; Wuest et al. 2015).

Numerosi studi hanno dimostrato che la microgravita puo influenzare la progressione
del ciclo cellulare, determinando in molti casi una riduzione della proliferazione e un
arresto in specifiche fasi del ciclo. Ad esempio, in modelli tumorali, la microgravita
simulata € stata associata a una riduzione della capacita proliferativa, come
evidenziato nelle cellule di glioma umano U251, in cui tale effetto risulta
accompagnato dalla modulazione di regolatori chiave del ciclo cellulare, tra cui p21-
inibitore delle chinasi-ciclina-dipendenti e IGFBP-2 (Zhao et al. 2017).
Analogamente, in cellule staminali embrionali, condizioni di microgravita sono state
correlate a una diminuzione della proliferazione cellulare, associata a cambiamenti
riconducibili a fenomeni di senescenza (Mao et al. 2024).

Parallelamente, la microgravita modula 1 processi di sopravvivenza cellulare
attraverso I’attivazione di pathway apoptotici. In diversi studi condotti su differenti
modelli cellulari ¢ stato osservato un incremento dell’apoptosi sia in condizioni di
microgravita reale che simulata, spesso associato all’attivazione della via
mitocondriale dell’apoptosi e a un incremento dello stress ossidativo (Grimm et al.
2020). In questo contesto, il rilascio di citocromo c e 1’attivazione della cascata delle
caspasi rappresentano meccanismi centrali nella risposta cellulare alla microgravita

(Grimm et al. 2020).

Tuttavia, nonostante questa tendenza generale, risultati contrastanti sono stati
riportati in alcuni modelli, suggerendo che, in determinate condizioni, le cellule
possano attivare pathway pro-sopravvivenza, come Akt ed ERK. In particolare, in
cellule di carcinoma mammario (MCF-7) e cellule epiteliali mammarie non tumorali
(MCF10A), ¢ stato osservato che la microgravita induce 1’attivazione differenziale di
tali pathway, contribuendo a modulare la risposta apoptotica in funzione dello stato
cellulare e delle condizioni di adesione (Monti et al. 2021).

Oltre a questi effetti, la microgravita puo influenzare i processi di differenziazione
cellulare, modulando il destino e lo stato funzionale delle cellule. Studi sperimentali
hanno evidenziato alterazioni nei programmi differenziativi e nei processi di

commitment cellulare, suggerendo un’interferenza con i segnali che regolano il



destino cellulare (Mao et al. 2024). Tali effetti risultano in parte mediati da
cambiamenti nelle proprieta biomeccaniche cellulari e nei sistemi di segnalazione
intracellulare, in continuita con le alterazioni del citoscheletro e della

meccanotrasduzione.

Nel complesso, questi dati evidenziano come la microgravita coinvolga in maniera
integrata 1 meccanismi che regolano proliferazione, sopravvivenza e differenziazione
cellulare, riflettendo una stretta interazione tra segnali meccanici e pathway

intracellulari e stato metabolico della cellula.

1.3.3 Adesione cellulare e interazioni con ECM
L’adesione cellulare e le interazioni con la matrice extracellulare (ECM)
rappresentano elementi fondamentali nella regolazione del comportamento cellulare,
in quanto mediano la trasmissione di segnali meccanici e biochimici tra ambiente
extracellulare e citoscheletro. Tali interazioni sono principalmente regolate dalle
integrine, recettori transmembrana che collegano la ECM ai filamenti di actina
attraverso complessi multiproteici noti come adesioni focali.
Le adesioni focali costituiscono piattaforme dinamiche di segnalazione che regolano
la trasduzione del segnale in risposta alle condizioni meccaniche del microambiente.
Tra 1 principali mediatori di questi processi rientrano proteine come FAK (Focal
Adhesion Kinase) e membri della famiglia Src, la cui attivitda ¢ strettamente
dipendente dalle forze meccaniche applicate alla cellula.
In condizioni di microgravita, la perdita di un segnale meccanico direzionale stabile
si traduce in una disorganizzazione delle adesioni focali e in una riduzione
dell’efficacia dell’ancoraggio cellula-substrato. Studi sperimentali hanno evidenziato
alterazioni nell’espressione e nella distribuzione delle integrine, accompagnate da
una riorganizzazione delle strutture di adesione e da una riduzione delle focal
adhesions (Wuest et al. 2015; Zhao et al. 2018; Grimm et al. 2020).
A livello funzionale, queste modificazioni si traducono in cambiamenti significativi
nel comportamento cellulare: in diversi modelli, la riduzione delle interazioni cellula-
substrato favorisce il distacco delle cellule e la loro aggregazione in strutture

tridimensionali, come sferoidi. Questo fenomeno riflette uno sbilanciamento tra



adesione alla matrice e interazioni cellula-cellula, che risultano relativamente
preservate, promuovendo I’auto-organizzazione tridimensionale (van den
Nieuwenhof et al. 2024; Grimm et al. 2020). In questo contesto, anche le molecole
di adesione cellula-cellula (Cell Adhesion Molecules, CAMs), come le caderine,
possono contribuire alla stabilizzazione delle interazioni intercellulari e alla
formazione di strutture tridimensionali (Grimm et al. 2020).

La disorganizzazione delle adesioni focali si associa inoltre a una modulazione delle
vie di segnalazione dipendenti da FAK e Src, contribuendo a effetti su processi
cellulari quali proliferazione, sopravvivenza e migrazione, in continuita con quanto
descritto nei paragrafi precedenti.

Nel complesso, la microgravita determina una riorganizzazione delle interazioni
cellula-ECM che contribuisce in modo significativo alle alterazioni strutturali e

funzionali osservate a livello cellulare.

1.3.4 Funzione mitocondriale

I mitocondri rappresentano organuli intracellulari eucariotici fondamentali per il
mantenimento dell’omeostasi cellulare, in quanto responsabili della produzione di
ATP attraverso la fosforilazione ossidativa. (Alberts B. 2015 Biologia molecolare
della cellula; Zanichelli). Oltre al ruolo energetico, essi partecipano attivamente alla
regolazione di processi cellulari fondamentali, quali proliferazione, sopravvivenza,
differenziamento e morte cellulare programmata. I mitocondri costituiscono inoltre
un importante punto di integrazione tra metabolismo energetico e segnali di stress,
risultando particolarmente sensibili alle variazioni del microambiente cellulare.

Un aspetto centrale della funzione mitocondriale ¢ la produzione di specie reattive
dell’ossigeno (ROS), che a livelli fisiologici agiscono come molecole di
segnalazione, mentre in condizioni di stress possono contribuire all’attivazione di
pathway apoptotici. In particolare, eventi quali la permeabilizzazione della
membrana mitocondriale e il rilascio di fattori pro-apoptotici, tra cui il citocromo c,
rappresentano passaggi chiave nella regolazione della morte cellulare.

Alla luce del loro ruolo nella produzione di energia, nella regolazione dello stato

redox e nei processi di sopravvivenza cellulare, 1 mitocondri rappresentano un



bersaglio rilevante delle alterazioni indotte dalla microgravita. Per questo motivo, la
funzione mitocondriale costituisce un nodo centrale nello studio dei meccanismi di
adattamento cellulare a condizioni ambientali non fisiologiche, incluse la

microgravita reale e simulata.

1.4 Metabolismo Cellulare

Il metabolismo cellulare rappresenta un sistema dinamico e altamente regolato che
integra produzione energetica, biosintesi e mantenimento dell’equilibrio redox. Nelle
cellule eucariotiche, tale sistema si basa sull’interazione tra processi citosolici e
mitocondriali, la cui coordinazione consente di adattare il flusso metabolico alle
esigenze funzionali e alle condizioni ambientali.

Il metabolismo ¢ soggetto a un continuo rimodellamento in risposta a stimoli extra e
intracellulari, inclusi segnali meccanici, variazioni nella disponibilita di nutrienti e
condizioni di stress. Questa capacita adattativa rappresenta un elemento centrale nella
regolazione del comportamento cellulare e permette alla cellula di mantenere
I’omeostasi anche in contesti ambientali sfavorevoli. (Alberts B. 2015 Biologia

molecolare della cellula; Zanichelli).

1.4.1 Metabolismo energetico
Il metabolismo energetico cellulare si fonda principalmente sull’integrazione tra
glicolisi e fosforilazione ossidativa. In condizioni fisiologiche, queste due vie
operano in modo coordinato, garantendo un equilibrio tra efficienza energetica e
flessibilita metabolica.
La glicolisi consente la degradazione del glucosio nel citosol con produzione di ATP
e intermedi metabolici utilizzabili in processi biosintetici, mentre la fosforilazione
ossidativa mitocondriale costituisce la principale fonte di ATP nelle cellule
aerobiche, grazie all’attivita della catena di trasporto degli elettroni.
Tuttavia, in specifiche condizioni funzionali o di stress, le cellule possono adottare
strategie metaboliche alternative, aumentando il flusso glicolitico anche in presenza
di ossigeno, fenomeno descritto in diversi contesti biologici e patologici come
glicolisi aerobica (Vander Heiden et al. 2009).

Questo shift metabolico non rappresenta semplicemente una riduzione dell’efficienza
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energetica, ma riflette un adattamento funzionale che consente di sostenere processi

biosintetici e risposte rapide ai cambiamenti ambientali.

1.4.2 Ruolo dei mitocondri nel metabolismo energetico

I mitocondri svolgono un ruolo centrale nel metabolismo cellulare, non solo come
sede della produzione di ATP, ma anche come hub di integrazione tra segnali
energetici e redox. Attraverso la catena respiratoria e la fosforilazione ossidativa, 1
mitocondri coordinano il trasferimento di elettroni e la sintesi di ATP, contribuendo
al mantenimento dell’omeostasi energetica (Brand & Nicholls, 2011).

Parallelamente, essi rappresentano una delle principali fonti intracellulari di specie
reattive dell’ossigeno (ROS), che a livelli controllati agiscono come molecole
segnale, mentre in condizioni di squilibrio possono promuovere stress ossidativo e
danno cellulare. Alterazioni della funzione mitocondriale si traducono quindi in
modificazioni del bilancio energetico e ossidativo con effetti diretti su proliferazione,

sopravvivenza e adattamento cellulare (Wallace, 2012).

1.4.3 Plasticita metabolica

Le cellule eucariotiche possiedono una marcata plasticitd metabolica, che consente
loro di modulare dinamicamente 1’utilizzo delle diverse vie energetiche in risposta a
stimoli ambientali e funzionali. La flessibilita metabolica si manifesta nella capacita
di riconfigurare i1 flussi metabolici tra glicolisi e metabolismo ossidativo, ma
coinvolge anche pathway biosintetici, sistemi di regolazione redox e programmi di
adattamento cellulare (Alberts B. 2015 Biologia molecolare della cellula,
Zanichelli).

La plasticita metabolica permette quindi di mantenere 1’omeostasi cellulare anche in
presenza di condizioni non fisiologiche, inclusi stress meccanici, alterazioni del
microambiente e cambiamenti nello stato proliferativo. In questo contesto, anche la
microgravita simulata rappresenta un modello di particolare interesse per lo studio
dei meccanismi di adattamento metabolico. In cellule di carcinoma pancreatico, ad
esempio, I’esposizione prolungata alla spg ¢ stata associata a una riorganizzazione
coordinata dei pathway metabolici e a modificazioni dello stato funzionale cellulare,

evidenziando una marcata plasticita metabolica (Masini et al. 2022).
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La plasticita metabolica rappresenta un elemento chiave della capacita adattativa
cellulare, poiché consente di integrare richieste energetiche, segnali di stress e
variazioni del microambiente. Alla luce di queste considerazioni, condizioni non
fisiologiche come la microgravita reale o simulata costituiscono un contesto
sperimentale particolarmente rilevante per analizzare come le cellule rimodellino 1
propri pathway energetici € mitocondriali in risposta a una perturbazione del segnale

meccanico.

1.5 Microgravita e Metabolismo Cellulare

La microgravita, reale o simulata, ¢ in grado di modulare in maniera significativa il
metabolismo cellulare, interferendo con i processi che regolano la produzione
energetica, I’omeostasi redox e 1’adattamento metabolico. Evidenze recenti indicano
che la riduzione del carico gravitazionale ¢ associata a una riorganizzazione
coordinata dei pathway metabolici, coinvolgendo sia il metabolismo glicolitico sia la
funzione mitocondriale (Thiel et al. 2021; Lopez Garzén et al. 2025; van den
Nieuwenhof et al. 2024).

Tali alterazioni risultano strettamente connesse ai cambiamenti strutturali e
biomeccanici descritti nei paragrafi precedenti. In particolare, la disorganizzazione
del citoscheletro e le alterazioni delle adesioni focali possono influenzare
direttamente la funzione mitocondriale e la regolazione dei pathway energetici
cellulari, evidenziando una stretta integrazione tra segnali meccanici € metabolismo

cellulare.

1.5.1 Evidenze sperimentali
Diversi studi hanno documentato che 1’esposizione a microgravita, sia reale che
simulata, ¢ associata a modificazioni del metabolismo energetico cellulare. In
particolare, sono state osservate variazioni del consumo di ossigeno, della produzione
di ATP e dell’attivita mitocondriale, suggerendo una modulazione dell’equilibrio tra
metabolismo ossidativo e glicolitico (van den Nieuwenhof et al. 2024; Grimm et al.
2020).

Recenti studi hanno inoltre evidenziato che la microgravita simulata pud aumentare
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il contenuto mitocondriale, il potenziale di membrana mitocondriale e la produzione
di ATP, suggerendo una riorganizzazione metabolica associata ai processi di
adattamento cellulare (Forghani et al. 2024). A livello molecolare, tali effetti si
accompagnano a cambiamenti nell’espressione di geni coinvolti nella regolazione
metabolica, nella risposta allo stress ossidativo e nella biogenesi mitocondriale
(Grimm et al. 2020).

Tuttavia, la risposta cellulare appare fortemente dipendente dal tipo cellulare, dal
modello sperimentale e dalla durata dell’esposizione. In questo contesto, alcune
evidenze suggeriscono una possibile dipendenza temporale della risposta metabolica
alla microgravita: esposizioni di breve durata sono spesso associate a condizioni di
stress metabolico, mentre esposizioni prolungate possono favorire 1’attivazione di
meccanismi adattativi e una riorganizzazione piu stabile dei pathway energetici

(Grimm et al. 2020; Lopez Garzon et al. 2025).

1.5.2 Alterazioni mitocondriali in microgravita simulata

I mitocondri rappresentano uno dei principali bersagli cellulari delle condizioni di
microgravita, in virtu del loro ruolo centrale nell’integrazione tra metabolismo
energetico e segnali di stress (Grimm et al. 2020; Lopez Garzon et al. 2025). Studi
sperimentali hanno evidenziato alterazioni della respirazione mitocondriale, della
produzione di ATP e dell’equilibrio redox in risposta all’esposizione a microgravita
simulata. Tali modificazioni sono spesso accompagnate da cambiamenti nella
dinamica mitocondriale, inclusi processi di fusione e fissione, e da una
riorganizzazione della rete mitocondriale intracellulare (Forghani et al. 2024).

Un ulteriore elemento di rilievo riguarda il legame tra citoscheletro e funzione
mitocondriale. Come descritto nei paragrafi precedenti, l’integrita della rete
citoscheletrica ¢ fondamentale per il corretto posizionamento e traffico dei
mitocondri; pertanto, le alterazioni citoscheletriche indotte dalla microgravita
possono riflettersi direttamente sulla distribuzione e sull’attivita mitocondriale.

Nel loro insieme, queste evidenze indicano che la funzione mitocondriale rappresenta

un nodo centrale nell’adattamento cellulare alla microgravita.
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1.5.3 Impatto su pathway metabolici

Tra gli effetti metabolici maggiormente studiati in condizioni di microgravita
rientrano le alterazioni della produzione di ATP e della regolazione dello stato redox
cellulare. In diversi modelli sperimentali, la microgravita ¢ stata associata a una
modulazione dell’attivita della catena respiratoria mitocondriale, con conseguenti
variazioni nella disponibilita energetica intracellulare (Grimm et al. 2020).

Parallelamente, ¢ stato osservato un incremento della produzione di specie reattive
dell’ossigeno (ROS), con attivazione di pathway di risposta allo stress ossidativo
(Lopez Garzon et al. 2025). Sebbene 1 ROS svolgano un ruolo fisiologico nella
segnalazione cellulare, un loro accumulo pud contribuire a disfunzioni cellulari e

attivazione di processi apoptotici.

In risposta a queste condizioni, le cellule possono attivare meccanismi compensatori,
tra cui la modulazione dei sistemi antiossidanti e la riorganizzazione dei pathway
metabolici, al fine di ristabilire I’omeostasi energetica e redox.

Nel complesso, la microgravita induce una risposta integrata che coinvolge
metabolismo energetico, funzione mitocondriale e regolazione dello stato ossidativo,
evidenziando il ruolo centrale del metabolismo nei processi di adattamento cellulare

a condizioni ambientali non fisiologiche.

1.6 Marcatori Molecolari Analizzati

Le alterazioni metaboliche e mitocondriali associate alla microgravita possono
riflettersi nella modulazione dell’espressione di geni coinvolti nel metabolismo
energetico, nella regolazione dello stress ossidativo e nei processi di adattamento
cellulare. In questo contesto, ’analisi di specifici marcatori molecolari rappresenta
uno strumento utile per caratterizzare le risposte cellulari a condizioni di microgravita
simulata.

I marcatori considerati nel presente studio comprendono geni coinvolti nel trasporto
e nel metabolismo del glucosio, nella regolazione del metabolismo lattacido, nella
risposta antiossidante e nella funzione mitocondriale. In particolare, verranno

approfonditi GLUT-1, LDHA, LDHB, HK1, SODI, SOD2, PGC-1a ¢ MITF, in
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quanto associati a pathway cellulari strettamente connessi all’omeostasi energetica e
all’adattamento metabolico.
Nei paragrafi seguenti verranno descritte le principali caratteristiche biologiche e

funzionali di ciascun marcatore.

1.6.1 GLUT-1: Metabolismo del glucosio

GLUT-1 (Glucose Trasporter 1) ¢ un trasportatore di membrana appartenente alla
famiglia dei facilitative glucose trasporters (GLUTSs) responsabile dell’ingresso
basale di glucosio in numerosi tipi cellulari (Mueckler & Thorens, 2013). La sua
attivita riveste un ruolo fondamentale nel mantenimento del metabolismo energetico
cellulare, determinando la disponibilita di substrato per la glicolisi e per le principali
vie metaboliche energetiche.

L’espressione di GLUT-1 ¢ modulata da diversi stimoli cellulari, tra cui ipossia,
stress energetico e variazioni delle richieste metaboliche. In particolare, 1’aumento
dell’espressione di GLUT-1 risulta frequentemente associato a un incremento del
flusso glicolitico e a processi di adattamento metabolico cellulare (Vander Heiden et
al. 2009).

In questo contesto, alterazioni dell’espressione di GLUT-1 possono riflettere
cambiamenti nella domanda energetica cellulare e nella riorganizzazione del

metabolismo in risposta a condizioni ambientali alterate, inclusa la microgravita.

1.6.2 LDHA e LDHB: Metabolismo del lattato

Le lattato deidrogenasi A e B(LDHA e LDHB) sono isoforme enzimatiche coinvolte
nella conversione reversibile del piruvato in lattato, processo fondamentale per il
mantenimento dell’equilibrio redox cellulare e per il supporto della glicolisi (Brooks,
2018; Valvona et al. 2016).

LDHA ¢ prevalentemente associata alla conversione del piruvato in lattato, favorendo
la rigenerazione di NAD* necessaria al mantenimento di un elevato flusso glicolitico.
LDHB, al contrario, catalizza preferenzialmente la conversione del lattato in
piruvato, supportando il metabolismo ossidativo e I’utilizzo energetico del lattato
come substrato metabolico (Valvona et al. 2016).

I1 rapporto funzionale tra LDHA e LDHB riflette quindi lo stato metabolico della
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cellula e puo indicare uno shift tra metabolismo glicolitico e metabolismo ossidativo.
Alterazioni della loro espressione rappresentano pertanto un indicatore sensibile di
riprogrammazione metabolica, in particolare della transizione tra strategie

energetiche alternative in condizioni di stress o adattamento cellulare.

1.6.3 HK1: Fosforilazione del glucosio e regolazione della funzione
mitocondriale

L’esochinasi (HK1) ¢ un enzima ubiquitariamente espresso che catalizza il primo
passaggio della glicolisi, convertendo il glucosio in glucosio-6-fosfato mediante
trasferimento di un gruppo fosfato dall’ATP. Questa reazione rappresenta uno dei
principali punti di regolazione del flusso glicolitico e costituisce uno step chiave
nell’ingresso del glucosio nei principali pathway metabolici intracellulari (Wilson,
2003).
Oltre alla sua funzione catalitica, HK1 rappresenta un importante elemento di
connessione tra metabolismo glicolitico e compartimento mitocondriale. L’enzima
puo infatti associarsi alla membrana mitocondriale esterna mediante interazione con
il Voltage-Dependent Anion Channel (VDAC), contribuendo all’integrazione
funzionale tra produzione mitocondriale di ATP e suo utilizzo citosolico. Questo
accoppiamento favorisce I’efficienza bioenergetica cellulare e contribuisce al
mantenimento dell’omeostasi energetica in condizioni fisiologiche e di stress
metabolico (Wilson, 2003)
La localizzazione mitocondriale di HK1 ¢ inoltre coinvolta nella modulazione della
sopravvivenza cellulare. In particolare, 1’interazione con VDAC contribuisce alla
regolazione della permeabilitda della membrana mitocondriale esterna e alla
sensibilita della cellula a stimoli apoptotici in condizioni di stress energetico. In
questo contesto, HK1 si configura come un elemento funzionale di integrazione tra
metabolismo energetico e segnali di stress cellulare (Shoshan-Barmatz et al. 2010).
In sintesi, HK1 svolge un ruolo centrale non solo nel controllo del flusso glicolitico,

ma anche nel coordinamento tra metabolismo citosolico e funzione mitocondriale.

1.6.4 SOD1 e SOD2: Stresso ossidativo

Le superossido dismutasi (SOD) sono enzimi antiossidanti fondamentali nella
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protezione cellulare contro lo stress ossidativo, in quanto catalizzano la conversione
del radicale superossido in perossido di idrogeno e ossigeno molecolare (Murphy,
2009).

SOD1 ¢ localizzata prevalentemente nel citosol, mentre SOD2 ¢ presente a livello
mitocondriale, dove svolge un ruolo cruciale nella difesa dai ROS generati durante la
fosforilazione ossidativa (Murphy, 2009).

La modulazione dell’espressione di SOD1 e SOD?2 riflette variazioni dello stato
redox cellulare e dell’attivita mitocondriale, rendendo questi enzimi marcatori
rilevanti nello studio delle alterazioni ossidative associate a condizioni di stress

cellulare, inclusa la microgravita simulata.

1.6.5 PGC-1 a: Biogenesi mitocondriale

PGC-1a (Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha) ¢
un coattivatore trascrizionale che svolge un ruolo centrale nella regolazione della
biogenesi  mitocondriale e del metabolismo  energetico  cellulare.
Attraverso 1’interazione con diversi fattori trascrizionali, PGC-lo coordina
I’espressione di geni coinvolti nella fosforilazione ossidativa, nel metabolismo
ossidativo e nei sistemi di difesa antiossidante (Puigserver & Spiegelman, 2003).

La sua espressione viene modulata in risposta a variazioni delle richieste energetiche
cellulari e a condizioni di stress metabolico, rappresentando un importante indicatore

della capacita adattativa e della funzionalita mitocondriale.
1.6.6 MITF: Funzione mitocondriale

MITF (Microphthalmia-associated transcription factor) ¢ un fattore di trascrizione
coinvolto nella regolazione di numerosi processi cellulari, tra cui proliferazione,
differenziamento e metabolismo. Oltre al suo ruolo nei programmi differenziativi,
MITF ¢ stato associato alla regolazione della funzione mitocondriale e del
metabolismo energetico cellulare, attraverso il controllo trascrizionale di geni
coinvolti nella biogenesi mitocondriale, nella fosforilazione ossidativa e

nell’adattamento metabolico cellulare (Haq et al. 2013).

In particolare, MITF pud promuovere programmi metabolici associati al
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metabolismo ossidativo e alla funzionalita mitocondriale, suggerendo un possibile
coinvolgimento nei processi di adattamento cellulare a condizioni di stress

metabolico.

In questo contesto, variazioni dell’espressione di MITF possono riflettere
cambiamenti nei programmi trascrizionali associati alla plasticita metabolica e

all’omeostasi energetica cellulare.

1.7 Razionale dello Studio
Alla luce delle evidenze riportate, la microgravita emerge come una condizione in
grado di influenzare profondamente 1’organizzazione cellulare e la regolazione dei
pathway metabolici, attraverso un’interazione complessa tra segnali meccanici,
funzione mitocondriale € omeostasi energetica.
In particolare, le alterazioni della dinamica mitocondriale, della produzione di ATP
e dello stato redox suggeriscono che il metabolismo cellulare rappresenti uno dei
principali sistemi coinvolti nei processi di adattamento alla microgravita reale o
simulata.
In questo contesto, I’analisi di marcatori associati al metabolismo glicolitico, con
particolare riferimento all’ingresso del glucosio (GLUT1), alla sua fosforilazione
(HK1), al metabolismo del lattato (LDHA e LDHB), alla risposta allo stress
ossidativo (SOD1 e SOD2) ¢ alla regolazione della funzione mitocondriale e della
biogenesi mitocondriale (PGC-1a e MITF), puo fornire informazioni rilevanti sui
meccanismi  cellulari coinvolti nell’adattamento metabolico indotto dalla
microgravita simulata.
Sulla base di queste considerazioni, il presente studio si propone di investigare gli
effetti della microgravita simulata su cellule HEK, con particolare attenzione alle
modificazioni della funzione mitocondriale, del metabolismo energetico e

dell’espressione di geni coinvolti nella regolazione metabolica.
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2. MATERIALI E METODI

In questo studio sono state utilizzate cellule della linea HEK293 per 1’analisi degli
effetti della microgravita simulata sul metabolismo cellulare e sulla funzione
mitocondriale. Le cellule di tutte le condizioni sperimentali sono state coltivate in
condizioni di coltura standard ed in terreno DMEM. Sono state considerate tre
condizioni sperimentali:

- Controllo statico

- Microgravita simulata 24 ore

- Microgravita simulata 7 giorni
Le cellule sono state successivamente analizzate mediante approcci molecolari,

biochimici e di imaging, al fine di caratterizzare le principali alterazioni metaboliche

indotte dall’esposizione a microgravita simulata.

VEK293

Microgravita simulata (RPM)
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Figura 2: Schema sperimentale delle cellule HEK293: condizioni di controllo (1g) e
microgravita simulata mediante Random Positioning Machine (RPM), con relative analisi

effettuate. Immagine realizzata con BioRender.com.
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2.1 Modello Cellulare HEK293
Le cellule HEK293 (Human Embryonic Kidney 293) sono una linea cellulare umana
immortalizzata, derivata da cellule renali embrionali umane trasformate mediante
I’integrazione di sequenze genomiche dell’adenovirus umano di tipo 5 (Graham et al.
1977). Si tratta di una linea cellulare ampiamente utilizzata negli studi di biologia
cellulare e molecolare per la loro elevata stabilita e facilita di coltura.
La linea cellulare ¢ stata amplificata in terreno DMEM supplementato con 10% di
FBS (Fetal Bovine Serum) e 1% di penicillina-streptomicina (PS). Le cellule sono
state mantenute in flask da 75 cm? a 37°C in atmosfera umidificata al 5% di CO; e
sono state diluite per favorirne la crescita, sostituendo il terreno esausto con terreno
nuovo ad ogni passaggio.
Come controllo sperimentale sono state utilizzate cellule HEK293 cresciute in
condizioni statiche (1g) utilizzato come “controllo a terra”.
L’esposizione alla microgravita simulata ¢ stata effettuata mediante un sistema di tipo
Random Positioning Machine (RPM, Airbus Defence and Space; Netherlands),
progettato per applicazioni di laboratorio e in grado di simulare condizioni di
microgravita attraverso il continuo riorientamento del campione rispetto al vettore
gravitazionale.
Per ridurre possibili effetti confondenti legati a shear stress e accelerazioni
centrifughe, le flask di coltura sono state posizionate il piu possibile vicino al centro
di rotazione e completamente riempite di terreno per minimizzare la formazione di
bolle d’aria.
Per garantire la riproducibilita sperimentale e limitare eventuali variazioni associate
al posizionamento dei campioni all’interno del dispositivo RPM, tutte le flask sono
state collocate nel medesimo alloggiamento per ciascun esperimento.

Tutte le condizioni sperimentali sono state eseguite in triplicato biologico.

2.2 Estrazione RNA e RT-qPCR
Al termine dei trattamenti sperimentali, le cellule HEK293 sono state raccolte e

sottoposte a estrazione dell’RNA totale mediante kit PureLink® RNA Mini (Thermo

20



Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), secondo le istruzioni del produttore.

Il protocollo prevedeva una fase iniziale di lisi cellulare € omogeneizzazione del
campione in presenza di buffer contenente isotiocianato di guanidinio e 2-
mercaptoetanolo, al fine di preservare 1’integrita dell’RNA e inattivare le RNasi
endogene. Successivamente, dopo aggiunta di etanolo, 1 campioni sono stati caricati
su colonnine con membrana in silice per la purificazione dell’RNA totale. Dopo
lavaggi sequenziali, ’RNA ¢ stato eluito in acqua RNasi-free.

La concentrazione dell’RNA estratto sono state valutate prima della successiva fase

di retrotrascrizione.

RNA LETTURA RNA
0.2pg/campione ng/ul
Campione 1 -24h 0.060319
Campione 2 -24h 0.0315449
Campione 3 -24h 0.09256
Campione 1 -7gg 0.0144144
Campione 2 -7gg 0.0144144
Campione 3 -7gg 0.010767
Campione 1 -CNT 0.0227577
Campione 2 -CNT 0.07085
Campione 3 -CNT 0.200498

Tabella 1. Concentrazione dell’RNA totale estratto nei tre replicati biologici delle

condizioni Controllo (CNT), 24 h e 7 giorni.

La sintesi di cDNA ¢ stata effettuata mediante kit ImProm-II® Reverse Transcription
System (Promega, Madison, WI, USA). L’RNA totale ¢ stato incubato con primer
secondo il protocollo del produttore e sottoposto a retrotrascrizione mediante
termociclatore, ottenendo cDNA successivamente utilizzato per le analisi di
espressione genica.

L’analisi dell’espressione genica di GLUT-1, HK1, LDHA, LDHB, SODI1, SOD2,
PGC-1a e MITF ¢ stata eseguita mediante quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR)
utilizzando 1Taq Universal SYBR® Green Supermix (Bio-Rad, Segrate, Milano,
Italia).

Le reazioni sono state allestite in piastre multiwell da 96 pozzetti con volume finale

di 20 pL contenenti SYBR® Green Supermix, primer forward e reverse specifici e

21



cDNA. Le sequenze dei primer utilizzati sono presenti in Tabella 2.

GENI FORWARD REVERSE

GLUTI 5'-TTGCAGGCTTCTCCAACTGGAC-3' 5’-CAGAACCAGGAGCACAGTGAAG-3’
SODI 5'-CTCACTCTCAGGAGACCATTGC-3' 5'-CCACAAGCCAAACGACTTCCAG-3'
SOD?2 5’-CTGGACAAACCTCAGCCCTAAC-3’ 5’-AACCTGAGCCTTGGACACCAAC-3’
PGCl-a 5'-CCAAAGGATGCGCTCTCGTTCA-3' 5'-CGGTGTCTGTAGTGGCTTGACT-3
MITF 5'-GGCTTGATGGATCCTGCTTTGC-3' 5'-GAAGGTTGGCTGGACAGGAGTT-3’
LDHA 5'-GGATCTCCAACATGGCAGCCTT-3' 5'-AGACGGCTTTCTCCCTCTTGCT-3'
LDHB 5’-GGACAAGTTGGTATGGCGTGTG-3’ 5’-AAGCTCCCATGCTGCAGATCCA-3’
HKI 5’-CTGCTGGTGAAAATCCGTAGTGG-3’ 5’-GTCCAAGAAGTCAGAGATGCAGG-3’
TBP 5'-GTGACCCAGCATCACTGTTTC-3’ 5'-GCAAACCAGAAACCCTTGCG-3'

Tabella 2. Sequenze dei primer forward e reverse utilizzati per analisi RT-qPCR.

L’amplificazione ¢ stata eseguita mediante termociclatore T100 Bio-Rad. Il
campione ¢ stato addizionato ai primer sperimentali, quindi la miscela ¢ stata
denaturata a 70°C per 5 minuti e poi raffreddata su ghiaccio; successivamente ¢ stata
aggiunta la mix contenente acqua nucleasi-free, buffer di reazione, trascrittasi
inversa, cloruro di magnesio, dNTPs e inibitori delle ribonucleasi. Si verifica una
prima fase di annealing a 25°C per 5 minuti, quindi la reazione si fa proseguire a
42°C per 1 ora e il campione ¢ subito pronto per essere amplificato tramite RT-qPCR.
Per ciascun campione sono stati eseguiti triplicati tecnici. L’espressione relativa dei
geni target ¢ stata normalizzata utilizzando il gene TATA BOX (TBP) come controllo
endogeno. I livelli di espressione relativa sono stati calcolati mediante metodo

2-AACt

comparativo , confrontando i1 campioni esposti a microgravita simulata con 1

rispettivi controlli mantenuti in condizioni statiche (1g).

2.3 Citofluorimetria (MitoTacker®)
Per la valutazione delle alterazioni mitocondriali indotte dalla microgravita simulata,
le cellule HEK293 sono state analizzate mediante citofluorimetria utilizzando la
sonda fluorescente MitoTracker® Green FM (Thermo Fisher Scientific), secondo le
indicazioni del produttore.

La sonda, permeabile alla membrana cellulare, si diffonde nel citoplasma e si
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accumula nei mitocondri metabolicamente attivi, consentendo la valutazione della
funzionalita mitocondriale mediante analisi citofluorimetrica.

Al termine delle condizioni sperimentali, le cellule sono state recuperate dalle flask
di coltura, trasferite in Falcon, centrifugate 1100 rpm per 5 minuti, lavate con PBS
1X, centrifugate nuovamente 1100 rpm per 5 minuti e risospese in tampone fosfato.
La sospensione cellulare ¢ stata contata mediante 1’utilizzo di una camera di conta di
Birker. Per ogni condizione sperimentale e replicato tecnico realizzato sono state
collezionate 1 x 10° cellule.

I campioni sono stati incubati con 1 pL del colorante fluorescente MitoTracker® 30
minuti a 37°C, in condizioni protette dalla luce. Nei campioni di controllo negativo
il colorante non ¢ stato aggiunto.

Al termine dell’incubazione, i campioni sono stati acquisiti mediante citofluorimetro.
Le popolazioni cellulari di interesse sono state selezionate attraverso gating
morfologico basato sui parametri Forward Scatter (FSC), correlato alle dimensioni
cellulari, e Side Scatter (SSC), correlato alla complessita interna cellulare,
escludendo dall’analisi detriti cellulari e aggregati.

I dati ottenuti sono stati elaborati mediante software dedicato - Floreada - e analizzati
valutando le variazioni dell’intensita di fluorescenza in scala logaritmica (MFI, Mean
Fluorescence Intensity), utilizzata come parametro quantitativo per confrontare le

variazioni del contenuto mitocondriale tra le diverse condizioni sperimentali.

2.4 Quantificazione ATP

La quantificazione dell’ATP intracellulare ¢ stata effettuata mediante il saggio
bioluminescente CellTiter-Glo® 3D Cell Viability (Promega), secondo le istruzioni
del produttore.

Il metodo si basa su una reazione luciferina/luciferasi che genera un segnale
luminescente proporzionale alla quantita di ATP presente nel campione e,
indirettamente, all’attivita metabolica cellulare. Il reagente CellTiter-Glo® determina
contemporaneamente la lisi cellulare e il rilascio dell’ ATP intracellulare.

Al termine dei trattamenti sperimentali, le cellule sono state incubate con il reagente
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CellTiter-Glo® in rapporto 1:1 rispetto al volume del terreno di coltura presente nei
pozzetti. Nello specifico gli sferoidi formati successivamente all’esposizione a
microgravita simulata sono stati dissociati mediante il trattamento con 1’enzima di
dissociazione Tripsina/ EDTA (Trypsin 0.25 %, EDTA 1mm HBSS senza Ca**, senza
Mg?*, Biosigma). Le cellule sono state contate mediante 1’utilizzo di una camera di
Burker e piastrate all’interno di una piastra bianca a fondo piatto multipozzetto ad
una densita pari a 156°250 cellule/cm? in 30 pL di terreno completo (DMEM
addizionato con 10% di siero fetale bovino e 1% penicillina/streptomicina). I
campioni sono stati mantenuti in agitazione per 25 minuti per favorire la completa
lisi cellulare ed incubati a temperatura ambiente per stabilizzare il segnale
luminescente. Alcuni pozzetti della piastra multipozzetto sono stati dedicati alla
creazione di un bianco, formato da un rapporto 1:1 terreno di crescita e reagente del
kit CellTiter-Glo® 3D Cell Viability (Promega), senza la presenza di cellule.

La luminescenza ¢ stata misurata mediante microplate reader Varioskan® (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). I valori ottenuti sono stati normalizzati

rispetto al bianco e al rispettivo controllo mantenuto in condizioni statiche (1g).

2.5 Analisi del Consumo di Ossigeno

La funzionalita mitocondriale delle cellule HEK293 esposte a microgravita simulata
¢ stata valutata mediante analisi del consumo di ossigeno cellulare (OCR, Oxygen
Consumption Rate), parametro indicativo dell’attivita respiratoria mitocondriale e
della fosforilazione ossidativa.

Dopo I’esposizione della linea cellulare HEK293 a 24 ore e 7 giorni di microgravita
simulata, gli sferoidi formati sono stati raccolti all’interno di Falcon, centrifugati
1100 rpm per 5 minuti, lavati con PBS 1X, nuovamente centrifugati 1100 rpm per 5
minuti, successivamente sono stati dissociati mediante il trattamento con 1’enzima di
dissociazione Tripsina/ EDTA (Trypsin 0.25 %, EDTA 1mm HBSS senza Ca**, senza
Mg?*, Biosigma). Il quantitativo di cellule per ogni condizione sperimentale ¢ stato
contato mediante 1’utilizzo di una camera di Biirker. Le cellule sono state seminata

alle densita di 62°500 cellule/cm? in 100 uL, centrifugate 900 rcf per 5 minuti e poi
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lasciate aderire a 37°C e 5 % di CO2 per 5 ore. L’analisi ¢ stata eseguita mediante il
sistema Resipher (Lucid Scientific Atlanta, GA) dotato di una matrice a 32 sensori
(NS32-101A, Lucid Scientific), questo ¢ stato posizionato sulla piastra multipozzetto
e le acquisizioni di consumo di ossigeno sono state eseguite in modo continuo per 48
ore. I valori ottenuti dall’analisi OCR sono stati successivamente normalizzati
rispetto alle misurazioni di assorbanza (OD) relativi al saggio di quantificazione

proteica Bradford.
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2.6 Inclusione in Resina
Al termine dell’esposizione alla microgravita simulata, gli sferoidi di HEK293
ottenuti dalle diverse condizioni sperimentali (24h e 7 giorni) sono stati raccolti e
processati per I’inclusione in resina Technovit 8100, Bio Optica, al fine di effettuare
analisi morfologiche su sezioni semifini.
Per aumentare la rappresentativita sperimentale e ottenere un numero adeguato di
sezioni analizzabili, sono stati inclusi complessivamente 10 campioni relativi alle
condizioni sperimentali a 24h e 10 campioni relativi alle condizioni a 7 giorni.
Dopo sedimentazione spontanea, gli sferoidi sono stati lavati in PBS e fissati in
formaldeide al 4% per 40 minuti a 4°C. Terminata la fissazione, i campioni sono stati
sottoposti a ulteriori lavaggi di PBS e acqua distillata, al fine di rimuovere eventuali
residui che avrebbero potuto interferire con le successive fasi di inclusione.
Per preservare I’integrita strutturale e I’organizzazione tridimensionale degli sferoidi
durante la processazione, 1 campioni sono stati inclusi in agarosio a basso punto di
fusione (4%, BRL 5517UB), lasciati polimerizzare a 4°C e successivamente sono
stati sottoposti a disidratazione in acetone e infiltrazione graduale in resina Technovit
8100, Bio Optica, fino a completa impregnazione del campione. L’inclusione finale
¢ stata effettuata in capsule BEEM, seguita dalla polimerizzazione della resina
secondo le indicazioni del produttore.
I blocchetti di resina ottenuti (dieci per le 24h e dieci per i 7 giorni) sono stati
sezionati mediante microtomo Ultracut UCT, Leica, ottenendo sezioni semifini dello
spessore di 2 um, raccolte su vetrini SuperFrost preventivamente trattati con
albumina glicerinata (1:100) per favorire 1’adesione del campione al supporto.
Al fine di garantire una maggiore rappresentativita delle osservazioni sperimentali,
per ciascuna condizione temporale sono stati selezionati quattro blocchetti di resina.
Da ciascun blocchetto sono stati ottenuti quattro vetrini distinti contenenti almeno sei
sezioni semifini, successivamente utilizzate per le analisi morfometriche e strutturali
degli sferoidi.
Per la valutazione morfologica generale, le sezioni sono state colorate con Blu di
Toluidina 1% in soluzione acquosa con Borace 1% e sono state osservate mediante

microscopia ottica al fine di valutarne 1’organizzazione strutturale, le dimensioni e
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I’eventuale presenza di alterazioni morfologiche associate all’esposizione alla

microgravita simulata.

2.7 Acquisizione delle Immagini mediante Microscopia Ottica
L’osservazione dei campioni su vetrino ¢ stata effettuata mediante microscopia ottica
invertita utilizzando due diversi sistemi Zeiss, selezionati in base alle esigenze
sperimentali.

Per I’acquisizione delle immagini in luce trasmessa ¢ stato impiegato un microscopio
ottico invertito Axiovert 100M (Zeiss), equipaggiato di un sistema di acquisizione
immagini costituito da una camera digitale monocromatica AxioCam MRM (1.4
megapixel) collegata ad un computer dotato di software AxioVision, versione 4.6.3,
utilizzato per 1’elaborazione delle immagini.

Le osservazioni sono state effettuate utilizzando I’obiettivo A-Plan 5x (NA 0.12) e
Plan-Neofluar 10x (NA 0.30). Le immagini ottenute sono state salvate in formato .tiff
(1388 x 1040 pixel).

Per le acquisizioni ad elevato ingrandimento ¢ stato utilizzato un microscopio ottico
invertito Axio Observer Z1 (Zeiss), controllato tramite il software ZEN Blue 2.6 ¢
dotato di camera digitale a colori AxioCam 105 (5 megapixel). Le immagini sono
state acquisite mediante obiettivi EC Plan-Neofluar 20x (NA 0.50) e 40x Oil (NA
1.30) e salvate in formato .tiff (1920x1920 pixel).

2.8 Analisi statistica

I dati raccolti sono stati sottoposti ad analisi statistica quantitativa.
I risultati sono stati espressi come media + errore standard della media.

I gruppi indipendenti con distribuzione gaussiana sono stati confrontati mediante il
test ¢ di Student non appaiato, mentre nei casi di distribuzione non gaussiana ¢ stato
utilizzato il test U di Mann—Whitney.

Le analisi comparative sono state effettuate confrontando i campioni esposti a
microgravita simulata con i rispettivi controlli statici (1g) ai differenti tempi

sperimentali. Un valore di p< 0.05 ¢ stato considerato statisticamente significativo.
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3. SCOPO DEL LAVORO

L’esposizione a condizioni di microgravita, reale o simulata, ¢ associata a profonde
alterazioni delle funzioni cellulari, coinvolgendo processi strutturali, metabolici e
mitocondriali (Grimm et al. 2020; van den Nieuwenhof et al. 2024; Lopez Garzon et
al. 2025).

In particolare, numerose evidenze suggeriscono che la microgravita possa influenzare
il metabolismo energetico cellulare, modulando la funzione mitocondriale, la
produzione di ATP e la regolazione dello stato redox (Grimm et al. 2020; van den
Nieuwenhof et al. 2024), processi strettamente associati alla funzionalita della catena
respiratoria mitocondriale e alla produzione di ROS (Brand & Nicholls, 2011;
Murphy, 2009).

Tali processi risultano strettamente connessi all’attivitd della catena respiratoria
mitocondriale e alla produzione di specie reattive dell’ossigeno (ROS), che svolgono
un ruolo centrale nella regolazione dell’adattamento cellulare e della risposta allo
stress (Brand & Nicholls, 2011; Murphy, 2009). Parallelamente, le alterazioni
citoscheletriche e dei meccanismi di meccanotrasduzione indotte dalla microgravita
possono influenzare la dinamica e la funzionalitd mitocondriale, suggerendo una
stretta integrazione tra segnali meccanici e regolazione metabolica cellulare (Ingber,
2003; Uzer et al. 2015).

Nonostante 1 progressi compiuti negli ultimi anni, i meccanismi cellulari e molecolari
coinvolti nell’adattamento metabolico alla microgravita risultano ancora non
completamente chiariti, soprattutto in relazione all’integrazione tra metabolismo
glicolitico, funzione mitocondriale e risposta ossidativa.

Alla luce di queste considerazioni, il presente studio si propone di analizzare gli
effetti della microgravita simulata su cellule HEK293, mediante esposizione a
Random Positioning Machine (RPM), come modello sperimentale di microgravita

simulata.
In particolare, il lavoro ¢ finalizzato a:

e valutare le modificazioni della funzione mitocondriale e del metabolismo

energetico cellulare;
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o analizzare eventuali alterazioni della produzione di ATP e della respirazione
cellulare;

e investigare I’espressione di marcatori molecolari coinvolti nel metabolismo
glicolitico, nella regolazione del metabolismo lattacido, nella risposta
antiossidante e nella biogenesi mitocondriale;

e caratterizzare le risposte cellulari associate all’adattamento metabolico in
condizioni di microgravita simulata.

Nel complesso, lo studio mira a contribuire alla comprensione dei meccanismi
attraverso cui la microgravita influenza il metabolismo cellulare e la funzione
mitocondriale, fornendo ulteriori evidenze sui processi di adattamento cellulare a

condizioni ambientali non fisiologiche.
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4. RISULTATI

Per valutare gli effetti della microgravita simulata sulle cellule HEK293 sono state
eseguite analisi morfologiche, molecolari e funzionali. In particolare, sono stati
valutati 1 cambiamenti morfologici indotti dall’esposizione alla microgravita
simulata, [’espressione di geni coinvolti nella regolazione del metabolismo
energetico e della funzione mitocondriale, il contenuto mitocondriale mediante
citofluorimetria, il contenuto relativo di ATP e la respirazione cellulare attraverso

I’analisi del consumo di ossigeno (OCR).

4.1 Alterazioni Morfologiche indotte dalla Microgravita Simulata
Per valutare I’effetto della microgravita simulata sulla morfologia cellulare, le cellule
HEK?293 sono state osservate mediante microscopia ottica a contrasto di fase dopo

24 ore e 7 giorni di esposizione al Random Positioning Machine (RPM),

confrontandole con i rispettivi controlli statici (1g) (Figura 3).

(A) HEK 1G obiettivo 5x (B) HEK pG 24h obiettivo 5x (C) HEK pG 7 giorni obiettivo 5x

Figura 3: Immagini rappresentative delle cellule HEK293 osservate mediante microscopia
ottica a contrasto di fase. (A) Controllo mantenuto in condizioni statiche (1g); (B) cellule
esposte a microgravita simulata per 24 ore; (C) cellule esposte a microgravita simulata per 7

giorni.

Le cellule mantenute in condizioni di controllo (1g) mostrano la tipica morfologia

appiattita e aderente al substrato, con distribuzione omogenea sul fondo della flask.

Dopo 24 ore di esposizione alla microgravita simulata si osservavano iniziali

modificazioni morfologiche, caratterizzate da una riduzione dell’adesione cellulare e
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dalla comparsa di piccoli aggregati cellulari.
L’esposizione protratta per 7 giorni determina un incremento della formazione di
aggregati tridimensionali (sferoidi), accompagnato da una riduzione delle cellule

aderenti rispetto alla condizione di controllo.

4.2 Riprogrammazione Metabolica indotta dalla Microgravita
Simulata
Per valutare I’effetto della microgravita simulata sul metabolismo glicolitico ¢ stata
analizzata mediante RT-qPCR 1’espressione di alcuni geni chiave: GLUTI, HKI,
LDHA e LDHB (Figura 4).

GLUT1 rappresenta il principale trasportatore coinvolto nell’uptake cellulare di
glucosio in molti tessuti (Vulturar, R. et al. 2022).

HK1 (esochinasi 1) ¢ un enzima espresso in modo ubiquitario in tutti 1 tessuti dei
mammiferi, con livelli particolarmente elevati nel cervello e negli eritrociti, dove
sostiene il metabolismo basale del glucosio. Strutturalmente presenta una dimensione
di circa 100 kDa ed ¢ composta da due domini omologhi (N-terminale e C-terminale);
a differenza di altre varianti, il suo dominio N-terminale ¢ cataliticamente inattivo e
ricopre un ruolo esclusivamente regolatorio. Oltre alla sua funzione metabolica
primaria nel citosol, ossia la fosforilazione del glucosio in glucosio-6-fosfato (G6P),
I’esochinasi 1 ¢ nota per la sua capacita di ancorarsi alla membrana mitocondriale
esterna tramite un dominio di legame specifico situato all’estremita N-terminale. Una
volta posizionata sulla membrana, la HK1 interagisce direttamente con il canale
anionico voltaggio-dipendente (VDAC). Questo legame mitocondriale non solo
ottimizza 1 flussi bioenergetici cellulari, ma esercita anche un fondamentale ruolo
anti-apoptotico e protettivo (in particolare nei neuroni): la presenza di HKI1
mitocondriale impedisce 1’azione di fattori pro-apoptotici come BAX e BAK,
prevenendo la permeabilizzazione della membrana e la conseguente morte della
cellula. 11 distacco o la riduzione della HK1 dai mitocondri, che puo avvenire a causa
di specifiche modificazioni post-traduzionali o stress ambientali, ¢ infatti associato a
disfunzioni metaboliche e a processi patologici legati all’invecchiamento e alla

neurodegenerazione (Pesce, et al. 2025).
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Sono stati analizzati anche 1 geni per LDHA e LDHB. La lattato deidrogenasi (LDH)
¢ un enzima tetramerico chiave nel metabolismo energetico cellulare, deputato a
catalizzare la reazione reversibile di interconversione tra piruvato e lattato, accoppiata
alla ossidoriduzione dei cofattori nicotinammidici NADH e NAD".

In condizioni fisiologiche, ’isoforma LDHA ¢ prevalentemente espressa in tessuti
caratterizzati da un attivo metabolismo glicolitico, quali il muscolo scheletrico e il
fegato. Dal punto di vista cinetico, LDHA mostra un’elevata affinita per il piruvato,
promuovendone la riduzione a lattato; tale via biochimica ¢ fondamentale in
condizioni di ipossia temporanea o durante uno sforzo muscolare intenso, in quanto
consente il rapido ripristino del pool citosolico di NAD*, garantendo la continuita del
flusso glicolitico anaerobico. Al contrario, 1’isoforma LDHB ¢ abbondantemente
espressa nei tessuti altamente ossidativi e a elevata domanda energetica, come il
miocardio e il tessuto cerebrale. LDHB catalizza preferenzialmente la reazione
opposta, ovvero 1’ossidazione del lattato a piruvato, consentendo a tali organi di
captare il lattato sistemico circolante e di metabolizzarlo come substrato energetico
primario da incanalare nel ciclo dei acidi tricarbossilici (TCA) e nella fosforilazione

ossidativa mitocondriale (OXPHOS) (Shibata et al. 2021; El Khoury et al. 2025).
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Figura 4: Espressione genica di geni chiave regolatori del metabolismo glicolitico e del
lattato (GLUT1, HK1, LDHA, LDHB). I risultati sono espressi come 2788Ct 1 dati sono stati

analizzati mediante Unpaired Student’s t-test: * p <0.05 HEK293 1G vs 24h pG e 24h uG
vs 7 giorni pG; ** p <0.01 24h uG vs 7 giorni uG; # p > 0.05 24h pG vs 7 giorni pG; ####
p>0.001 24h pG vs 7 giorni pG, n = 3.

Successivamente all’esposizione a microgravita simulata 1’espressione di GLUT1
risultava significativamente aumentata dopo 24 ore di esposizione alla microgravita
simulata (* p < 0.05) rispetto al controllo mantenuto in condizioni statiche. Dopo 7
giorni 1 livelli di espressione risultavano statisticamente ridotti rispetto alle 24 ore (#
p < 0.05), mostravano, comunque, un aumento significativo rispetto al controllo
statico (** p < 0.01).

Analogamente, HK/ mostrava un incremento significativo a 24 ore (* p < 0.05),
seguito da una riduzione dopo 7 giorni (# p < 0.05) e, come per 1’espressione di
GLUTI, mantenendo comunque livelli di espressione superiori rispetto al controllo
statico (* p < 0.05).

Per quanto riguarda i geni per LDHA e LDHB, ci0 che osserviamo ¢ un loro aumento

di espressione, statisticamente significativo, durante le prime 24 ore di esposizione
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alla microgravita simulata (* p < 0.05, ** p<0.0l), con una successiva down-
regolazione, tornando ai livelli di espressione pari al controllo, al finire dei 7 giorni
di esposizione alla microgravita simulata.

Complessivamente, 1 risultati evidenziano una risposta precoce dei geni coinvolti nel
metabolismo glicolitico in seguito all’esposizione alla microgravita simulata, seguita
da una riduzione dell’espressione dopo esposizioni prolungate, in alcuni casi come
per LDHA e LDHB, tornando all’espressione basale delle cellule statiche di controllo.
Per approfondire gli effetti della microgravita simulata sulla funzione mitocondriale
e sulla risposta allo stress ossidativo, ¢ stata analizzata I’espressione dei geni SOD1,

SOD2, PGC-1a e MITF (Figura 5).
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Figura 5: Espressione genica dei principali enzimi di difesa contro le specie reattive
dell’ossigeno (SODI e SOD?2), e i fattori PGCI-a e MITF, che agiscono come interruttori
maestri per la biogenesi mitocondriale e lo sviluppo cellulare. I risultati sono espressi come

27A8Ct T dati sono presentati come Media = SEM. I dati sono stati analizzati mediante

Unpaired Student’s t-test: * p < 0.05 HEK293 1G vs 24h puG e 24h pG vs 7 giorni uG; # p
> 0.05 24h pG vs 7 giorni pG, n=3.

Le superossido dismutasi 1 (SOD1) e 2 (SOD2) sono metalloenzimi antiossidanti che

costituiscono la prima linea di difesa cellulare contro lo stress ossidativo, deputati a
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convertire 1 radicali superossido in ossigeno e perossido di idrogeno. Il loro
meccanismo d’azione si basa su un ciclo sequenziale di ossidoriduzione del metallo
presente nel sito attivo, il quale capta ed eleva elettroni da due molecole successive
di superossido per neutralizzarle. Strutturalmente si differenziano per
compartimentalizzazione e cofattori: la SOD1 ¢ un omodimero a rame/zinco
localizzato principalmente nel citosol e nel nucleo, mentre la SOD2 ¢ un tetramero a
manganese situato esclusivamente nella matrice mitocondriale per proteggere
I’organello dai ROS della respirazione cellulare (Anwar et al. 2025).

L’espressione di SODI non subisce modifiche statisticamente significative nelle
prime 24 ore di esposizione alla microgravita simulata. Si puo apprezzare, perd, una
down-regolazione statisticamente significativa tra le 24 ore di esposizione e i 7 giorni
di esposizione, riportando i livelli di espressione genica pari a quelli del controllo
statico a terra. Per quanto riguarda 1’espressione genica di SOD2 si puo apprezzare
una up-regolazione significativa nella condizione di esposizione a microgravita di 24
ore rispetto al controllo statico; e, come per 1’espressione di SODI, ¢ presente una
down-regolazione a 7 giorni di esposizione con il ritorno ad una condizione di
espressione uguale a quella del controllo statico.

E stato successivamente analizzato anche il gene per PGCl-a, un regolatore
trascrizionale pleiotropico che ricopre un ruolo centrale nel coordinamento del
metabolismo energetico sistemico e cellulare.

Fortemente indotto da stimoli ambientali e fisiologici come 1’esposizione al freddo,
il digiuno e I’esercizio fisico, PGCl-a non si lega direttamente al DNA, ma
interagisce con specifici fattori di trascrizione per potenziarne I’attivita genica. (Liang
& Ward, 20006).

L’analisi in RT-qPCR ci mostra un marcato incremento dell’espressione nelle cellule
esposte alla microgravita simulata per 7 giorni rispetto sia al controllo sia alla
condizione a 24 ore.

Infine, ¢ stato analizzato il gene per MITF il quale non mostrava variazioni rilevanti
tra le differenti condizioni sperimentali.

Nel complesso, 1’analisi dell’espressione genica evidenzia variazioni nei livelli

trascrizionali dei geni coinvolti nel metabolismo glicolitico, nella risposta allo stress
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ossidativo e nella regolazione della funzione mitocondriale nelle cellule HEK293

esposte a microgravita simulata.

4.3 Valutazione del Contenuto Mitocondriale mediante

Citofluorimetria
Per valutare nel complesso la massa mitocondriale presente all’interno delle cellule
HEK?293 nelle condizioni di controllo (statico), 24 ore e 7 giorni di esposizione alla
condizione di microgravita simulata, le cellule relative alle tre condizioni
sperimentali sono state analizzate mediante analisi citofluorimetrica successivamente
alla marcatura con MitoTracker Green. Questa analisi ha evidenziato due
caratteristiche principali: la percentuale di cellule MitoTracker positive e la media
geometrica dell’intensita di fluorescenza in scala logaritmica (MFI).
I risultati visualizzabili in Figura 6 A evidenziano un aumento statisticamente
significativo tra la condizione di controllo statico e la breve esposizione alla
microgravita simulata di 24 ore; inoltre, rispetto alle 24 ore di esposizione vi € un
ulteriore aumento della percentuale di positivita al MitoTracker nei 7 giorni di
esposizione a microgravita simulata. Tuttavia, questo andamento non ¢ riconoscibile
nel grafico rappresentante 1’intensita media di fluorescenza (Figura 6 B), dove non si
apprezza nessuna differenza statistica nelle condizioni di esposizione alla

microgravita rispetto al controllo statico.
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Figura 6: A: Quantificazione della percentuale di cellule MitoTracker positive. Si osserva
un aumento significativo nella condizione SMG rispetto al controllo 1G. B: Analisi della
Media geometrica dell’Intensita logaritmica della Fluorescenza (MFI). Non si registrano
variazioni significative nell’intensita media per singola cellula. I dati sono presentati come
Media + SEM. I dati sono stati analizzati mediante 1’utilizzo di Unpaired Student’s t-test: *

p <0.05 HEK293 1G vs 24h uG; n.s.=non significativo, 24h e 7 giorni pG n=3, 1G n=2.

4.4 Valutazione del Contenuto di ATP
In seguito ai risultati ottenuti grazie all’analisi di RT-qPCR e di percentuale di
positivita a MitoTracker, precedentemente illustrate, si ¢ deciso di andare a valutare
il contenuto di ATP presente nelle cellule HEK293 post esposizione a microgravita
simulata nelle due tempistiche gia indicate. Per eseguire questa analisi sulle cellule
di controllo statiche e gli sferoidi derivanti dall’esposizione a SMG ¢ stato utilizzato

il kit CellTiter-Glo 3D (Promega) (Forghani et al. 2024).
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Figura 7: Gli sferoidi di HEK293 sono stati dissociati e successivamente le singole cellule

piastrate in una piastra bianca a 96 pozzetti a fondo piatto; successivamente ¢ stato analizzato
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il contenuto di ATP per ogni condizione mediante 1’utilizzo del kit di vitalita cellulare
CellTiter-Glo 3D. I dati sono presentati come Media + SEM. I dati sono stati analizzati
mediante I’utilizzo di Unpaired Student’s t-test: *** p <(0.001 HEK293 1G vs 24h uG e 24h
uG vs 7 giorni puG, **** p <0.0001 1G vs 24h pG, per tutte le condizioni n=3.

I risultati ottenuti mostrano una significativa riduzione del contenuto di ATP nelle
cellule esposte a microgravita simulata per 24 ore rispetto al controllo (*** p <
0.001). Lo stesso andamento ¢ visibile anche nel gruppo sperimentale relativo
all’esposizione di 7 giorni a microgravita simulata (**** p < (0.0001). Inoltre, ¢
apprezzabile una diminuzione di contenuto relativo di ATP nelle cellule HEK293
esposte a 7 giorni di microgravita simulata rispetto a quelle esposte per una tempistica

minore (24 ore) (Figura 7).

4.5 Analisi del Consumo di Ossigeno (OCR)
Per chiarire ulteriormente gli effetti relativi all’esposizione alla microgravita simulata
a due tempistiche, di cellule HEK293, ¢ stato valutato il loro consumo di ossigeno
(OCR). Prima delle analisi gli sferoidi sono stati dissociati e le singole cellule sono
state piastrate nei pozzetti di una piastra multipozzetto per la successiva analisi. Per
apprezzare correttamente le possibili alterazioni dovute alla microgravita simulata la
lettura del consumo di ossigeno ¢ stata eseguita per una durata totale di 48 ore, come
visibile nel grafico riportato in Figura 8. Cio che si evince dall’analisi ¢ una
diminuzione statisticamente significativa, visibile solo alla quarantottesima ora di
rilevazione, nel gruppo esposto a SMG per 7 giorni rispetto al controllo statico (p <
0.0001). Per quanto riguarda il gruppo sperimentale delle cellule HEK293 esposte a
24 ore di microgravita simulata non ¢ apprezzabile una differenza statisticamente

significativa con il controllo statico.
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Figura 8: Analisi del consumo di ossigeno (OCR) su cellule singole derivanti da sferoidi di
HEK293. Si osserva una diminuzione statisticamente significativa del consumo di ossigeno
nel gruppo 7 giorni SMG rispetto al controllo; cellule cresciute a 1g. I dati sono presentati
come Media = SEM. I dati sono stati analizzati mediante 1’utilizzo di Two-Way ANOVA:
*HEx p <0.0001 HEK293 7 giorni vs 1G, n=3.

Parallelamente all’analisi del consumo di ossigeno le cellule esposte a microgravita
simulata sono state dissociate, piastrate e monitorate 48h, in condizioni 2D statiche
per una successiva analisi morfologica. Questa analisi preliminare ¢ necessaria per
determinare se le precedenti modifiche viste date dalla microgravita simulata si
mantengano o meno da un punto di vista morfologico.

Cio che si puo vedere dalle immagini riportate in Figura 9 A e B sono,
rispettivamente, cellule HEK293 precedentemente esposte a SMG per 24 ore (A) e
cellule HEK293 precedentemente esposte a SMG per 7 giorni (B). In Figura 9 A le
cellule cresciute in adesione mostrano un fenotipo molto simile alle cellule di
controllo mai esposte alla microgravita (visibili in Figura 3 A), I’unica caratteristica
visibile ¢ la presenza di sferoidi di piccole dimensioni all’interno della coltura. Per
quanto riguarda le cellule riportate in Figura 9 B, ossia cellule esposte a microgravita
simulata per 7 giorni, dissociate e piastrate a gravita terrestre per 48 ore, quello che
si puo osservare ¢ una morfologia completamente differente rispetto sia al controllo
statico (mai esposto alla microgravita simulata) sia alle cellule HEK293 esposte per
24 ore a microgravita simulata. Si notano cellule che non presentano una morfologia
completamente adesa al substrato del supporto in plastica per la coltura, molte cellule

appaiono staccate, singole, ma vitali. All’interno del mezzo di coltura sono presenti
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e visibili piccoli sferoidi e aggregati cellulari, molto diversi rispetto a quelli presenti

e visibili nelle cellule esposte a microgravita per sole 24 ore.

(B)

Figura 9: Immagini rappresentative di cellule HEK293 precedentemente esposte a

microgravita simulata per 24 ore (A) e 7 giorni (B), dissociate e poi piastrate per 48 ore a

gravita terrestre.
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4.6 Analisi Morfologia degli Sferoidi mediante Sezioni Istologiche

Per valutare la morfologia degli sferoidi ottenuti in condizioni di microgravita
simulata, sono state analizzate sezioni istologiche colorate con Blu di Toluidina e
osservate mediante microscopia ottica (Figura 9).

Dopo 24 ore di trattamento in RPM, gli sferoidi presentano una morfologia
complessivamente compatta, con una distribuzione relativamente omogenea delle
cellule e margini ben definiti, in un’architettura marcatamente lassa, simile a un
network o a una struttura “a spugna”. L’ingrandimento minore (20x) permette di
valutare la macro-struttura dell’aggregato. Lo sferoide presenta una forma
complessivamente ellissoidale/ovoidale con un diametro maggiore di circa 200-250
um. La distribuzione delle lacune ¢ omogenea su tutta la sezione, suggerendo che
’effetto della microgravita sia uniforme e non limitato al core o alla periferia della
struttura. Ad ingrandimento maggiore non si notano evidenti segni di necrosi massiva
centrale (tipica degli sferoidi eccessivamente densi o di grandi dimensioni), il che
suggerisce che la struttura aperta e “porosa” indotta dalla microgravita faciliti la
diffusione dei nutrienti e lo scambio di gas anche dopo 24 ore di coltura.

Dopo 7 giorni, gli sferoidi appaiono caratterizzati da una minore compattezza
strutturale nel core, con una disposizione cellulare apparentemente meno organizzata
rispetto ai campioni analizzati a 24 ore. Infatti, si pud osservare una netta
polarizzazione e compartimentalizzazione della struttura. L’aggregato ha perso la
consistenza spugnosa uniforme e si ¢ diviso chiaramente in due componenti distinte:

1) un guscio/corteccia periferica (cortex), costituita da una rete esterna
estremamente lassa, formata da sottili trabecole cellulari altamente fenestrate
che delineano ampi spazi vuoti (questa corona esterna funge quasi da
impalcatura di contenimento);

2) un core/regione centrale frammentata, costituita dalla porzione interna che
mostra una massiva perdita di coesione intercellulare, con un accumulo di
cellule singole o piccoli cluster disorganizzati che appaiono fluttuanti o
debolmente ancorati al centro della cavita (in alcune sezioni si osservano,
inoltre, aree caratterizzate da una ridotta densita cellulare).

Inoltre, a 24 ore le cellule sono prevalentemente allungate e distese lungo i ponti
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cellulari, con giunzioni intercellulari preservate seppur confinate alle estremita dei
prolungamenti. Non si registrano cluster di dissociazione massiva.

A 7 giorni la perdita di adesione cellulare, nella zona centro-laterale e interna (visibile
chiaramente nel dettaglio a 40x), ¢ in una percentuale cospicua di cellule che hanno
assunto una morfologia spiccatamente sferica (arrotondata). Questo switch
morfologico da allungato/disteso a rotondeggiante isolato ¢ il marker istologico
classico della perdita delle giunzioni di ancoraggio (come le caderine) e della
transizione verso uno stato di sospensione o de-adesione.

E visibile, inoltre, una certa eterogeneita nucleare e citoplasmatica. Molti dei corpi
cellulari isolati mostrano un citoplasma denso e nuclei intensamente basofili. La
presenza di piccoli detriti e di cellule isolate suggerisce 1’attivazione di pathway di
morte cellulare programmata indotta da deprivazione di ancoraggio (anoikis) o stress
metabolico a lungo termine.

In conclusione, mentre nelle prime 24 ore la microgravita induce un adattamento
citoscheletrico che genera uno sferoide “aperto” ma vitale e strutturato, 1’esposizione
cronica a 7 giorni destabilizza permanentemente I’omeostasi adesiva delle HEK293.
La forza di tensione intercellulare non ¢ piu sufficiente a mantenere 1’integrita del
core dello sferoide, esitando in una parziale dissoluzione della massa interna e nel

confinamento della struttura organizzata alla sola periferia dell’aggregato.
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(A) HEK pG 24h obiettivo 20x

(C) HEK pG 24h obiettivo 40x (D) HEK pG 7 giorni obiettivo 40x

Figura 10: Sezione istologica di sferoidi di cellule HEK293 esposte a uG e colorate con Blu
di Toluidina. (A) Sferoide dopo 24 h osservato con obiettivo 20x; (B) sferoide dopo 7 giorni
osservato con obiettivo 20x; (C) sferoide dopo 24 h con obiettivo 40x; (D) sferoide dopo 7

giorni con obiettivo 40x.
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5. DISCUSSIONE e CONCLUSIONI
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Figura 11: Rappresentazione grafica delle modifiche indotte dalla microgravita, con

particolare attenzione al ruolo del mitocondrio. Immagine da Xiao et al. 2025.

La microgravita ¢ identificabile come una condizione caratterizzata da forze
gravitazionali minime o quasi impercettibili. Questa condizione pud essere
sperimentata dall’essere umano o dai modelli cellulari utilizzabili per la ricerca di
base nello spazio, ad esempio all’interno della Stazione Spaziale Internazionale,
oppure all’interno di strutture specializzate progettate per la simulazione della
microgravita. (Ferranti et al. 2020; Wuest et al. 2015).

In biologia la microgravita e, nel contesto di questa tesi, la microgravita simulata,
offrono un’opportunita unica per studiare la risposta delle cellule ad una drastica

riduzione del vettore gravitazionale, un fattore che regola e ha regolato numerosi
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processi naturali sul pianeta Terra (Thiel et al. 2021; Lopez Garzoén et al. 2025).
Nonostante sia ampiamente documentato che 1’esposizione prolungata alla
microgravita, sia reale che simulata, determini gravi alterazioni sistemiche negli
astronauti, tra cui possiamo ricordare atrofia muscolare, demineralizzazione ossea,
disregolazione immunitaria, il legame meccanicistico a livello cellulare rimane
ancora parzialmente indefinito. Molte delle patologie osservate negli astronauti e
dunque associate con il volo spaziale condividono un background comune: un forte
stress ossidativo (Chen et al. 2025). Tuttavia, non ¢ ancora noto quali siano i precisi
pathway molecolari attraverso 1 quali la microgravita induca il danno ossidativo e
alteri il metabolismo energetico a livello cellulare e piu specificamente a livello
mitocondriale (Nguyen et al. 2021).

Un recente studio di Michaletti e collaboratori del 2017, eseguito su osteoblasti umani
primari, offre, attraverso una estensiva analisi di metabolomica e proteomica, una
visione di come [D’esposizione a microgravita simulata possa portare alla
riprogrammazione del metabolismo energetico della cellula e di come questa induca
una forte compromissione dell’omeostasi mitocondriale.

In sintesi, la decifrazione delle alterazioni mitocondriali € metaboliche indotte dalla
microgravita e/o microgravita simulata rappresentano un requisito fondamentale non
solo per preservare la salute degli astronauti e gestire con successo le future missioni
spaziali a lungo termine, ma si identifica come possibile mezzo per I’avanzamento in
studi di medicina traslazionale sulla Terra. Le disfunzioni bioenergetiche, I’accumulo
di specie reattive dell’ossigeno (ROS) e le modifiche del metabolismo cellulare
rilevate in condizioni di microgravita riflettono alcuni fenotipi patologici di numerose
malattie mitocondriali quali la sarcopenia, il declino cardiovascolare e diverse
condizioni neurodegenerative. In questo contesto, la microgravita, sia essa reale o
simulata, si configura come una piattaforma ideale per comprendere ed accelerare la
comprensione di network patologici complessi e validare contromisure
farmacologiche (Neikirk et al. 2024).

In questo panorama si inserisce il lavoro di ricerca riportato in questo elaborato.

Lo studio si ¢ focalizzato sull’analisi degli effetti delle microgravita simulata su di

una linea cellulare, HEK293 (Human Embryonic Kidney), per identificare possibili
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modifiche morfologiche, trascrizionali e funzionali. La linea cellulare HEK293
rappresenta una delle piattaforme in vitro piu utilizzate e versatili nell’ambito della
ricerca biomedica. Nel contesto di questo studio sono state scelte per il loro elevato
tasso di crescita ed elevata riproducibilita sperimentale (Tan et al. 2021, Abaandou et
al. 2021). La linea cellulare oggetto di studio ¢ stata esposta a microgravita simulata
mediante 1’utilizzo di un Random Positioning Machine (RPM) per due distinte
tempistiche, 24 ore e 7 giorni. La selezione di questi due intervalli temporali ¢ stata
definita per delineare un quadro di alterazioni metaboliche globali, distinguendo tra
risposte precoci e acute (valutate alla tempistica di 24 ore) e risposte tardive

(riscontrabili dopo un’esposizione prolungata per 7 giorni).

Come prima analisi si ¢ proceduto con ’osservazione morfologica delle cellule
esposte a microgravita simulata rispetto al controllo cresciuto a gravita terrestre ed in
adesione. A seguito di 24 ore di esposizione a microgravita simulata, sono emerse le
prime alterazioni fenotipiche, contraddistinte da un parziale distacco dal substrato e
dall’accennata formazione di micro-aggregati o sferoidi. Osservazione in linea con
quanto riportato nella letteratura corrente (van den Nieuwenhof et al. 2024). Il
prolungamento dell’esposizione a 7 giorni totali di microgravita simulata ha indotto
una netta trasformazione morfologica, culminata nella formazione di aggregati
cellulari tridimensionali e nella concomitante diminuzione della popolazione

cellulare ancorata al fondo del supporto di crescita.

Per approfondire ulteriormente I’analisi morfologica ¢ stata eseguita una colorazione
con Blu di Toluidina sulle sezioni istologiche degli sferoidi, che ha evidenziato
I’evoluzione strutturale degli stessi a seguito dell’esposizione a microgravita simulata
per due differenti tempistiche. A 24 ore, gli aggregati presentano una forma ovoidale
con all’interno un’architettura omogenea e definibile come “a spugna”, questa
porosita rilevata potrebbe prevenire la necrosi centrale facilitando la diffusione di gas
e nutrienti. Al contrario, I’esposizione a 7 giorni di microgravita simulata determina
una netta compartimentalizzazione dello sferoide; si nota una corteccia periferica

lassa che racchiude un core centrale frammentato, popolato da cellule isolate e detriti.
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L’intensa basofilia nucleare suggerisce 1’attivazione a lungo termine di pathway di
morte cellulare indotti da stress metabolico e assenza di ancoraggio.

Successivamente all’analisi morfologica si ¢ proceduto con 1’analisi del profilo
trascrizionale della linea cellulare HEK293 esposta alle due differenti tempistiche a
microgravita simulata. Da questa analisi emerge una risposta adattativa dinamica.
Nelle prime 24 ore di esposizione si nota una up-regolazione dei geni GLUT-1, HK1,
LDHA e LDHB, questo suggerisce una riprogrammazione metabolica, nello specifico
si potrebbe parlare di glicolisi aerobia o effetto Warburg (Franczak et al., 2023; Qiao
et al., 2024; Zhang et al., 2025). Sebbene questa preliminare up-regolazione, dopo
I’esposizione di 7 giorni, i livelli di espressione genica per LDHA e LDHB tornano
ad essere uguali a quelli presenti nel controllo statico; per quanto riguarda
I’espressione genica di per GLUTI e HKI vi ¢ una diminuzione tra le 24 ore e 1 7

giorni ma rimane sempre una up-regolazione rispetto al controllo statico.

Parallelamente si ¢ analizzata I’espressione dei geni per SODI, SOD2, PGCl-o ¢
MITF. La up-regolazione di SOD2, fondamentale enzima antiossidante localizzato a
livello della matrice mitocondriale, successivamente all’esposizione a 24 ore di
microgravita simulata potrebbe indicare un possibile aumento delle specie reattive
dell’ossigeno (ROS) con conseguente danno strutturale e funzionale a livello del
mitocondrio (Papa et al. 2014), ¢ perd importante osservare come questa momentanea
up-regolazione torni ai livelli di espressione genica uguale al controllo statico nel
gruppo sperimentale esposto a 7 giorni di microgravita simulata. I livelli di
espressione genica di SODI, invece, non subiscono nessuna alterazione rispetto al
controllo statico. Questa diversa regolazione genica tra SODI e SOD2, con una up-
regolazione transitoria del gene che codifica per SODZ2, potrebbe indicare
I’attivazione di una risposta adattativa all’ambiente di microgravita simulata
focalizzata a livello mitocondriale. Poiché la SOD?2 ¢ localizzata selettivamente nella
matrice mitocondriale mentre la SODI ¢ I’isoforma citoplasmatica predominante e
costitutivamente abbondante, questo pattern suggerisce che il trattamento generi uno
stress ossidativo circoscritto all’interno del mitocondrio (Wang et al. 2018, Lisse et

al. 2020).
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PGCI1-a ¢ un membro di una famiglia di coattivatori trascrizionali, il quale svolge un
ruolo fondamentale e centrale nella regolazione del metabolismo energetico cellulare
(Liang & Ward, 2006). Puo essere definito come master regolatore dell’espressione
genica, coinvolto principalmente nella funzione mitocondriale e nel metabolismo
cellulare; con un ruolo legato alla biogenesi mitocondriale e alla difesa dallo stress
ossidativo. Presenta un’attivita molto interessante, soprattutto nel contesto di questo
elaborato di ricerca; collega i segnali ambientali ad una risposta dell’espressione
genica. La sua modulazione ¢ finemente regolata da una complessa interazione di
segnali ambientali, stato energetico della cellula e specifiche vie di segnalazione
come cAMP-CREB, p38 MAPK, AMPK e SIRT1 (Kumar et al. 2025).

Nel modello sperimentale analizzato, 1’espressione del gene PGCI-a mostra un
andamento bifasico: una down-regolazione iniziale a 24 ore di esposizione a
microgravita simulata, seguita da un significativo incremento trascrizionale a 7 giorni
di esposizione rispetto al controllo statico. In letteratura ¢ ampiamente documentato
come, a livello dei neuroni ippocampali sottoposti a deprivazione di ossigeno e
glucosio e nelle cellule muscolari lisce vascolari trattate con estratto di Ecklonia cava,
I’up-regolazione di PGCl-a promuove efficacemente 1’espressione di SOD2 per
mitigare 1 possibili danni indotti da specie reattive dell’ossigeno (ROS) (Han et al.
2022, Byun et al. 2022). Il disaccoppiamento, come visibile nei dati riportati in questa
tesi, di PGCI-a dal suo bersaglio a valle SOD2, caratterizzato in questo caso da un
aumento transitorio seguito da un declino di espressione, suggerisce un
coinvolgimento di circuiti regolatori complessi, piuttosto che un’attivazione lineare.
Evidenze scientifiche, come riportato da Zhou e colleghi (2025), suggeriscono che
una up-regolazione non fisiologica possa innescare conseguenze tali da prevalere
sulle tipiche funzioni protettive. L up-regolazione costante potrebbe innescare dei
feedback compensativi che sopprimono proteine chiave come SIRT3 e FNDCS,
stimolando al contempo uno stress ossidativo sistemico e risposte infiammatorie
guidate da NF-xB e TNF-a. Questo stato determina quindi una down-regolazione di

SOD_2.
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Sulla base delle analisi preliminari relative all’espressione genica in cellule HEK293
esposte a microgravita simulata, si ¢ deciso di proseguire 1’indagine focalizzandosi
sulla funzionalita mitocondriale. Basandosi sulla up-regolazione del gene per PGC1-
o, vista a 7 giorni di esposizione di microgravita simulata, si ¢ analizzata la
percentuale di cellule positive a MitoTracker. La sonda MitoTracker ¢ selettiva per i
mitocondri e si lega in modo covalente alle proteine mitocondriali andando a reagire
con 1 residui di cisteina accumulandosi nella matrice mitocondriale. Questa reazione
¢ indipendente dal potenziale di membrana del mitocondrio e viene quindi utilizzata
per andare ad investigare la massa mitocondriale all’interno della cellula
(rappresentata come media geometrica dell’intensitd) (Presley et al. 2003, Xiao et al.
2016). I dati mostrano che I’esposizione alle due tempistiche di microgravita simulata
non modificano la MFI (Media geometrica dell’Intensita logaritmica della
Fluorescenza) tra i diversi gruppi sperimentali, indicando I’assenza di modifiche alla
massa mitocondriale. Tuttavia, il parametro a subire una variazione ¢ la percentuale
di cellule positive alla sonda MitoTracker, che mostra un incremento significativo gia
a 24 ore di esposizione (Monteiro et al. 2020). Per proseguire e arricchire 1’analisi
legata alla funzionalita mitocondriale delle cellule esposte a SMG si € proceduto con
’analisi del contenuto relativo di ATP. Come ampiamente documentato in letteratura,
la diminuzione nella produzione di ATP rappresenta un meccanismo fondamentale
nella disfunzione mitocondriale; questo fenomeno puo essere legato a danni ossidativi
che compromettono ’efficienza dei complessi enzimatici della catena del trasporto
degli elettroni e della fosforilazione ossidativa (Bhatti et al. 2017). Dunque, ci0 che
osserviamo nei dati raccolti in questa tesi suggerisce un probabile compromissione
del mitocondrio, dato che gia da una breve esposizione a microgravita simulata (24
ore) si osserva una diminuzione significativa di contenuto relativo di ATP.

Andamento visibile anche nei 7 giorni di esposizione rispetto al controllo statico.

Infine, sono state eseguite analisi relative al consumo di ossigeno. Il set-up
sperimentale ha analizzato le 48 ore successive all’esposizione ai due diversi
intervalli di microgravita simulata. I risultati mostrano un calo del consumo di

ossigeno solo alla 48esima ora nel gruppo sottoposto a 7 giorni di microgravita

49



simulata rispetto al controllo, mentre non sono apprezzabili differenze per il gruppo
esposto solo a 24 ore. Tale modulazione, ¢ coerente con la riduzione di ATP
precedentemente descritta, suggerendo I’insorgenza di una disfunzione mitocondriale

(Bhatti et al. 2017, Shimura et al. 2019).

In conclusione, ci06 che emerge da questa analisi preliminare riportata nell’elaborato
di tesi relativa all’esposizione a microgravita simulata di una linea cellulare
(HEK293), ¢ un quadro complesso di regolazione in cui i cambiamenti morfologici,
trascrizionali e bioenergetici si intrecciano in una risposta adattativa tempo-
dipendente.

Il modello in vitro HEK293 esposto a Random Positioning Machine si ¢ dimostrato
una piattaforma robusta e sensibile per studiare la cascata di eventi che collega la
trasduzione cellulare alla disfunzione mitocondriale. Sebbene siano necessarie
ulteriori indagini (come la quantificazione diretta dei ROS mitocondriali, 1’analisi
proteomica dei complessi della catena respiratoria ¢ la valutazione dei marker di
apoptosi) 1 risultati di questa tesi aggiungono un tassello fondamentale alla
comprensione dei meccanismi molecolari alla base del danno da volo spaziale.

Oltre alle evidenti ricadute nel campo della biomedicina spaziale per la tutela della
salute degli astronauti in vista delle future missioni a lungo termine, la delucidazione
di questi network patologici offre promettenti prospettive traslazionali sulla Terra.
Comprendere come la microgravita acceleri il declino energetico e la senescenza
cellulare rappresenta, infatti, un valido strumento per identificare nuovi bersagli
terapeutici e validare contromisure farmacologiche applicabili a patologie
mitocondriali, cardiovascolari e neurodegenerative diffuse nella popolazione anziana

globale.
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