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1.Campi magnetici e sistemi biologici 

 
1.1 La vita e l’elettromagnetismo 

 
 Gli organismi viventi sono sistemi elettrochimici complessi che si sono evoluti 

in un mondo che li ha sottoposti a molteplici stimoli chimici e fisici. L’intero 

universo conosciuto è sottoposto alle stesse leggi chimico-fisiche che regolano il 

comportamento delle macromolecole organiche e biologiche. Una delle 

caratteristiche fondamentali degli organismi viventi è quella di interagire con 

l’ambiente che li circonda e di adattarsi ai diversi segnali che da esso riceve e alle 

loro variazioni. 

I campi  naturali ed artificiali elettrici e magnetici, anche se sono invisibili 

all’occhio umano, rappresentano uno dei tipi di  segnali  maggiormente presenti nel 

nostro ambiente naturale. Da questo si evince che le interazioni magnetiche sono 

state utilizzate nel corso dell’ evoluzione da una grande varierà di organismi viventi, 

l’uomo compreso, per regolare funzioni cellulari critiche, come i ritmi circadiani e il 

sistema di navigazione degli uccelli, fino ad arrivare alle funzioni di membrana dei 

neuroni. Non ci sorprende quindi sapere che le nostre macromolecole biologiche 

sono state sottoposte nel corso dell’evoluzione a forti condizionamenti magnetici: le 

proteine, le molecole fondamentali della vita, devono infatti la loro conformazione, il 

loro folding, e quindi la loro funzione, a specifiche e precise forze magnetiche 

interne. Un esempio classico di interazione degli esseri viventi con la componente 

elettromagnetica ambientale è rappresentato dal sistema visivo: l’occhio infatti non è 

altro che un complesso dispositivo biologico deputato alla percezione dell’intervallo 

visivo dello spettro elettromagnetico.  

Nell’ultimo secolo però l’emissione elettromagnetica ambientale è 

notevolmente aumentata e diversificata a seguito dei radicali avanzamenti tecnologici 

cui è andato incontro l’uomo contemporaneo (Frey, 1993). 

Ci troviamo di fronte quindi a frequenze, modulazioni e intensità nuove  di 

campo magnetico le quali continuano ad essere “percepite” dagli organismi viventi, a 

partire dalle cellule, provocando delle risposte e quindi degli effetti biologici nuovi 
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da studiare. Questa recente tematica scientifica, offre una prospettiva completamente 

nuova da cui analizzare i sistemi biologici e permette di integrare le interpretazioni 

basate sulla fisica,  biochimica e la biologia molecolare. La differenza fondamentale 

quindi tra l’approccio molecolare e quello magnetico alla fisiologia è che per 

quest’ultimo non è stata ancora formulata una teoria unitaria per spiegarne gli effetti 

e le interazioni (Liboff, 2004). 

Per quanto esistano già approcci che utilizzano i campi elettrici e magnetici in 

clinica con buoni risultati, ad esempio la magnetoterapia in traumatologia e ortopedia 

(Marchetti, 1988; Betti, 1997) e le stimolazioni magnetiche transcraniali per il 

trattamento della depressione (Fujita & Koga, 2005), resta il problema della 

mancanza di conoscenze precise che guidino la scelta di un certo irraggiamento 

piuttosto che un altro per interagire con uno specifico meccanismo biologico. 

Gli effetti indotti dalla stimolazione magnetica vengono oggi valutati per le 

densità delle correnti prodotte. Mentre possono essere più chiari gli effetti causati da 

stimolazioni massicce, o comunque di media intensità (quale può essere quella di un 

pace-maker cardiaco), diventano difficilmente spiegabili i meccanismi che 

permettono ad una singola cellula di reagire a segnali di intensità tali, da non poter 

essere accoppiati in linea teorica a nessun evento fisiologico. Inoltre sarebbe 

importante valutare questi effetti anche in termini meramente fisici, oltre che a 

trovare spiegazioni che li leghino ad alterazioni dei “normali” meccanismi 

biochimici (Liboff, 2004). 

 

 

1.2 Campi elettrici, magnetici ed elettromagnetici: caratteristiche 

generali 

 
I termini campo elettrico, campo magnetico, campo elettromagnetico, onda 

elettromagnetica non sono sinonimi, ma rappresentano fenomeni diversi, che hanno 

diverse modalità di interazione con i sistemi biologici (Lozito, 2002).  
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Il campo elettrico è la grandezza fisica che caratterizza una regione di spazio le 

cui proprietà dipendono dalla distribuzione delle cariche elettriche. In particolare, le 

caratteristiche di un campo elettrico possono essere sintetizzate come segue:  

• si manifesta con una forza che agisce su qualunque carica elettrica introdotta 

nello spazio sede di campo elettrico; 

• è descritto mediante un vettore E (detto vettore campo elettrico, o 

semplicemente campo elettrico) che in ogni punto della regione di spazio 

indica la direzione, l'intensità ed il verso della forza che agisce su una carica 

puntiforme unitaria posta in quel punto;  

• la sua intensità si misura in volt al metro (V/m);  

• a causa della forza che esercita sulle cariche, il campo elettrico è in grado di 

generare correnti elettriche nei materiali cosiddetti conduttori. 

 

Il campo magnetico è la grandezza fisica che caratterizza una regione di spazio 

le cui proprietà dipendono dalle distribuzione delle correnti elettriche. In particolare, 

le caratteristiche di un campo magnetico possono essere sintetizzate come segue: 

• si manifesta con una forza che agisce su qualunque altra corrente elettrica o 

carica elettrica non in quiete introdotta nello spazio sede di campo magnetico;  

• può essere descritto mediante un vettore H (detto densità di flusso magnetico, 

o anche induzione magnetica) definito dalla forza che in ogni punto della 

regione di spazio si manifesta su una corrente o una carica elettrica 

elementare non in quiete, posta in quel punto;  

• la sua intensità si misura in tesla (T).  

 

Gli effetti dell’interazione di una particella carica con un campo magnetico 

sono descritti dalla forza di Lorentz. Tale forza è originata dal campo magnetico, e 

agisce su una particella di carica q che entra con velocità v in un campo magnetico B, 

ed è rappresentata dal prodotto vettoriale: 

F=qv × B 
Se il vettore v è parallelo al vettore del campo magnetico B, allora il modulo della 

forza è uguale a zero e sulla particella carica non agisce nessuna forza che perturbi il 

suo moto. Se invece una carica entra con una velocità perpendicolare al campo, 
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questa si muoverà di moto circolare uniforme. Infine se il vettore velocità è obliquo 

rispetto al vettore campo magnetico risulterà un moto a spirale o elicoidale della 

particella (Serway, 1998). 

 

Carica elettrica e corrente elettrica sono quindi, come precedentemente detto, le 

sorgenti materiali rispettivamente del campo elettrico e del campo magnetico 

(Fig.1.1).  

Un campo elettrico può essere generato, oltre che da una distribuzione di carica 

elettrica, anche da un campo magnetico variabile nel tempo. Allo stesso modo, un 

campo magnetico può essere generato, oltre che da una distribuzione di corrente 

elettrica, anche da un campo elettrico variabile nel tempo. Quindi, in regime variabile 

nel tempo, campo elettrico e campo magnetico diventano uno la sorgente (cioè la 

"causa") dell'altro: in queste condizioni, campo elettrico ed  campo magnetico 

possono essere considerati come due aspetti di un'unica grandezza fisica, il campo 

elettromagnetico, in grado di propagarsi a distanza indefinita dalla sorgente.  Il 

fenomeno è indicato anche con il termine radiazione elettromagnetica (Lozito, 

2002). 

  
 

In particolari condizioni spaziali, di geometria delle sorgenti e di lunghezze 

d’onda, l'ampiezza del campo elettromagnetico varia in modo oscillatorio sinusoidale 

sia nel tempo che nello spazio. In queste condizioni, la radiazione elettromagnetica è 

rappresentata da un’onda elettromagnetica.  

Fig.1.1. Rappresentazione 

delle linee di forza (rosso) 

di un campo magnetico 

generato da diversi 

avvolgimenti di filo 

percorso da corrente: filo 

singolo (a), spira (b), 

solenoide (c). 
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La struttura spaziale del campo in funzione della distanza mostra che in 

prossimità della sorgente (es. antenna, apparato industriale a radiofrequenza, 

elettrodotto, elettrodomestico) prevalgono il campo elettrico ed il campo magnetico, 

sono cioè indipendenti l’uno dall’altro, mentre per distanze superiori circa una 

lunghezza d'onda, diviene prevalente il campo elettromagnetico. La struttura dei 

campi assume, in questo caso, le caratteristiche della radiazione, cioè la mutua 

generazione tra campo elettrico e campo magnetico. Si  parla quindi di condizioni di 

campo lontano quando i due campi sono in fase, ortogonali tra loro e trasversali 

rispetto alla direzione di propagazione (Fig.1.2.) (Lozito, 2002).  

 

 
Fig.1.2.  Il campo elettrico (E) ed il campo magnetico (H) si propagano 

perpendicolarmente tra loro e rispetto alla direzione dell’onda. 

 

 

In molti casi le ampiezze dei campi radiativi variano in modo sinusoidale tanto 

nel tempo quanto nello spazio. Si parla allora, come già accennato prima, di onda 

elettromagnetica, che ha la proprietà di propagarsi a grande distanza dalla sorgente 

dalla quale è stata generata (antenna) ed in cui i campi, elettrico e magnetico, sono 

perpendicolari tra di loro e alla direzione di propagazione dell’onda (Fig.2.2).  

Per riassumere, nell’onda elettromagnetica il campo elettrico (E) e quello 

magnetico (H) sono inscindibili l’uno dall’altro e l’esistenza dell’uno comporta 

sempre l’esistenza dell’altro.  

La variabilità nel tempo viene descritta dalla frequenza, che è uguale al numero 

di oscillazioni del campo nell’unità di tempo, e si misura in Hertz (Hz). La frequenza 

ƒ è legata alla lunghezza d’onda λ dall’equazione: 



 7

v = ƒλ 
dove v è la velocità di propagazione dell’onda, quindi la frequenza e la lunghezza 

d’onda sono inversamente proporzionali (Serway, 1998). Viene chiamato spettro del 

campo elettromagnetico l’insieme continuo delle sue frequenze (Fig.2.3).  

 

 

 
Fig.1.3.   Spettro del Campo Elettromagnetico. 

 

1.3. Elettricità e magnetismo: sorgenti artificiali di origine 

antropica 
 

Tutte le tecnologie, che per il loro funzionamento usano energia elettrica, 

generano campi elettrici, campi magnetici, o campi elettromagnetici. Deve essere 

però precisato che per alcune tecnologie la generazione dei campi elettromagnetici 

durante il loro funzionamento costituisce un effetto non voluto, né necessario per il 

funzionamento stesso (Lozito, 2002). Ad esempio, lo scopo di un elettrodotto non è 

quello di generare campi elettrici e magnetici,  ma quello di trasportare e distribuire 

energia elettrica, per cui si può affermare che il campo elettrico e magnetico sono 

effetti secondari non necessari al funzionamento dell’elettrodotto. Tale situazione è 
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però specifica solo per pochissime tecnologie, in quanto generalmente la produzione 

di campi elettromagnetici non rappresenta un effetto secondario, ma è lo scopo 

principale per il quale sono progettate le tecnologie elettriche ed elettroniche. Ciò è 

tipico dei sistemi di telecomunicazione, nei quali l’informazione, per essere 

trasmessa a distanza, deve necessariamente essere supportata da una emissione di 

campo elettromagnetico.  

L’inquinamento elettromagnetico di origine antropica, cioè il cosiddetto 

elettrosmog, è causato da quella parte dello spettro delle radiazioni non ionizzanti, 

dette anche N I R (Non Ionizing Radiation) (Tab.1.1.), che hanno frequenza 

compresa tra 0 Hertz (Hz) e 3x1011 Hertz (300 GHz). Queste  possono a loro volta 

essere suddivise in: 

 

• campi magnetici a frequenze estremamente basse (ELF: extremely low 

frequency); 

• radiofrequenze (RF); 

• microonde (MO). 

 

Le radiazioni non ionizzanti sono definite tali perché la loro energia è minore di 

quella necessaria a “strappare” un elettrone da un atomo (ionizzazione); questa 

energia è invece posseduta dai raggi ultravioletti, dai raggi X e γ che sono dette 

radiazioni ionizzanti. Le NIR non sono in grado di rompere direttamente i legami 

molecolari perché non possiedono energia sufficiente, ma tra gli effetti riconosciuti 

dalla comunità scientifica ci sono gli effetti termici (Lozito, 2002).   

Nell’intervallo compreso tra 0 e 3000 Hz abbiamo le radiazioni a frequenza 

estremamente bassa (Extremely Low Frequency, ELF) le quali hanno una lunghezza 

d’onda maggiore di 100 Km. Questo tipo di onde vengono generate da elettrodotti a 

bassa, media ed alta tensione, da linee elettriche di distribuzione e tutti i dispositivi 

alimentati a corrente elettrica alla frequenza di 50 Hz, ad esempio elettrodomestici, 

videoterminali ecc. A queste frequenze molto basse il campo generato è in realtà 

molto simile alla somma di due campi statici, uno elettrico e l’altro magnetico, 

piuttosto che ad un vero campo elettromagnetico. L’esposizione ai campi elettrici e 

magnetici generati dagli elettrodotti alla frequenza di 50 Hz, provoca all’interno del 
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corpo umano correnti elettriche indotte i cui valori dipendo dall’intensità del campo 

(Lozito, 2002).    

 

DENOMINAZIONE SIGLA FREQUENZA 
LUNGHEZZA 

D'ONDA (λ) 

FREQUENZE ESTREMAMENTE BASSE ELF 0 – 3 kHz > 100 Km 

FREQUENZE BASSISSIME VLF 3 – 30 kHz 100 – 10 Km 

BASSE FREQUENZE 

(ONDE LUNGHE) 
LF 30 – 300 kHz 10 – 1 Km 

MEDIE FREQUENZE 

(ONDE MEDIE) 
MF 300 kHz – 3 MHz 1 Km – 100 m 

ALTE FREQUENZE HF 3 – 30 MHz 100 – 10 m 
RADIOFREQUENZE 

FREQUENZE 

ALTISSIME (ONDE 

METRICHE) 

VHF 30 – 300 MHz 10 – 1 m 

ONDE 

DECIMETRICHE 
UHF 

300 MHz – 3 

GHz 
1 m – 10 cm 

ONDE 

CENTIMETRICHE 
SHF 3 – 30 GHz 10 – 1 cm MICROONDE 

ONDE 

MILLIMETRICHE 
EHF 30 – 300 GHz 1 cm – 1 mm 

 

Tab. 1.1. Radiazioni non ionizzanti (NIR) 

 

1.4. L’interazione per risonanza 

 
Fin dagli anni ‘70, sono stati ottenuti dati sperimentali che evidenziavano in 

risposta all’applicazione di campi elettromagnetici un effetto biologico massimo a 

specifiche frequenze di stimolazione; questo suggerisce l’intervento di un fenomeno 

di risonanza (Liboff, 2004). Alla luce di questo, un modello appropriato per 

prevedere come gli organismi viventi rispondano ai campi magnetici è quello di 
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paragonarli ad un ricevitore radio. Infatti una radio è immersa in un ambiente 

ricchissimo di segnali ed onde, ma essa non li riceve tutti, perché non sono alla 

frequenza o alla modulazione appropriate. Ma se esponiamo la radio ad un segnale 

appropriatamente sintonizzato, questo interferirà con l’apparecchio, anche se è 

d’intensità molto bassa, e da esso sarà amplificato. Allo stesso modo, se esponiamo 

un sistema vivente ad una segnale elettromagnetico molto debole, ma 

opportunamente sintonizzato, questo potrebbe interagire in risonanza con una 

normale funzione biologica che sviluppa deboli correnti alternate endogene a quella 

stessa frequenza (Frey, 1993; Liboff, 2004). Questo tipo di interazione in risonanza è 

stato osservato in molti sistemi non viventi, suggerendo che deboli campi magnetici 

possano causare un effetto di risonanza a livello molecolare e sopra-molecolare nelle 

soluzioni di elettroliti, e pertanto possano influenzare in tal modo i processi biologici 

(Pazur,2004). 

Un modello per spiegare questo aspetto dell’interazione tra campi magnetici a 

bassa frequenza ed i sistemi biologici basato quindi sulla risonanza è stato proposto 

da Liboff nel 1985. Liboff ha suggerito anche che il sito cellulare di interazione 

potessero essere i canali ionici di membrana, proprio in virtù delle loro caratteristiche 

elettriche. Infatti il trasporto ionico attraverso questi canali è governato non solo da 

sensori di voltaggio, ma anche da campi elettrici oscillatori, che risultano dalla 

distribuzione elicoidale degli ossigeni carbonilici che si trovano nelle pareti del 

canale sul lato luminale. 

 Liboff nella sua teoria ipotizzò che i periodici cambiamenti nella 

concentrazione ionica associati all’oscillazione dello ione Ca2+ potrebbero risultare in 

variazioni nel campo elettrico intracellulare. Il fenomeno della risonanza avverrebbe 

quando la cellula viene esposta ad una specifica combinazione di campi magnetici 

statici deboli e alternati a bassa frequenza. Secondo Liboff, alla frequenza di 

risonanza il campo ELF ed il campo magnetico statico accelererebbero le molecole e 

gli ioni in un moto a spirale, per esempio all’interno di un canale di membrana, e 

questo potrebbe alterare la normale fisiologia elettrochimica della cellula. Tali 

fenomeni di risonanza potrebbero essere non soltanto la modalità con cui campi 

magnetici esterni interagiscono con i sistemi biologici, ma la modalità stessa con cui 

funzionano tanti meccanismi cellulari (Liboff,1997). 
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1.5. Gli effetti dei campi ELF sulla cellula 

 
Come è stato detto in precedenza, la membrana cellulare è uno dei siti 

candidati a svolgere il ruolo di sensore primario dei campi magnetici esterni. Una 

delle funzioni basilari che potrebbe essere alterata è il trasporto del calcio. Lo ione 

Ca2+ svolge molte funzioni fondamentali in tutti gli organismi viventi: oltre alla sua 

funzione strutturale, ad esempio nella matrice ossea o nella parete cellulare vegetale, 

gioca un ruolo importantissimo nell’omeostasi cellulare, ed in particolare come 

messaggero intracellulare. La concentrazione di Ca2+ libero citosolico è strettamente 

controllata, e mantenuta 3-4 ordini di grandezza al di sotto della concentrazione 

extracellulare e di quella nei depositi intracellulari. Aumenti localizzati del Ca2+ 

libero citosolico nella forma di gradienti e onde sono coinvolti nella regolazione 

delle funzioni cellulari, comprese quelle di base, quali la proliferazione e l’apoptosi. 

La bassa concentrazione citosolica è mantenuta mediante trasportatori attivi di 

membrana, quale la Ca2+-ATPasi.   

In alcuni tipi cellulari ed in alcune circostanze, i campi magnetici possono 

alterare i livelli di calcio libero citosolico, anche se questo effetto non sembra essere 

universale: la risposta sembra essere specifica relativamente al tipo cellulare, alla 

necessità di induzione, all’ampiezza e alla frequenza applicate. Inoltre la maggior 

parte degli studi effettuati riguardano le cellule del sistema immunitario e l’impiego 

di diversi metodi di misurazione, di coltura cellulare ed esposizione rendono difficile 

una comparazione dei dati (Murphy e Mild, 1997). 

Bauréus Koch nel 1997 e colleghi hanno studiato gli effetti dei campi ELF in 

un sistema costituito da vescicole di membrana plasmatica altamente purificate; 

questo ha permesso di studiare la risposta di un modello isolato di  membrana, 

evitando che l’effetto venisse compensato da qualche meccanismo di feedback. I lati 

intra- ed extracellulare sono stati invertiti in modo che l’ambiente intravescicolare 

corrispondesse a quello extracellulare. La vescicole sono state caricate con ioni Ca2+ 

tramite Ca2+-ATPasi, e stimolate con diverse frequenze in condizioni di risonanza 

per 30 minuti; quindi è stata misurata la concentrazione di calcio extravescicolare. E’ 

stato osservato che l’efflusso di calcio, corrispondente all’ingresso di calcio nella 

cellula, è funzione dell’ampiezza del campo magnetico variabile applicato. Ciò 
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dimostra che la membrana cellulare è senza dubbio un sito di interazione con i campi 

ELF, e che tale interazione porta all’apertura dei canali del calcio (Bauréus Koch et 

al, 1994). 

Anche le vie di trasduzione del segnale sono influenzate dai campi magnetici; 

infatti la funzione di questi pathways è di ricevere dall’ambiente informazioni 

fisiche, oltre che biologiche, e di trasmetterle all’interno della cellula (Luben, 1991). 

L’opinione attuale è che vi sia un’associazione positiva tra i campi e la trasduzione, 

ma i passaggi iniziali dell’interazione, ed in particolare il primissimo step di 

riconoscimento, non sono stati ancora identificati. Questi effetti sono stati evidenziati 

per particolari tipi cellulari, ma sono necessari ulteriori esperimenti per dimostrare 

l’ampiezza dell’applicabilità di questo modello. Inoltre dovranno essere individuate 

le specifiche vie coinvolte ed i meccanismi di interazione. 

Le attuali conoscenze suggeriscono che i campi elettromagnetici agiscano 

attraverso una interazione mediata dalla membrana cellulare che alteri le attività 

enzimatiche ad essa connesse: questo, tramite le cascate di trasduzione, porterebbe a 

variazioni nelle funzioni cellulari (Murphy e Mild, 1997). 

Molti sono gli studi che riportano l’effetto dei campi magnetici sugli enzimi 

cellulari, in particolare sulla ornitina decarbossilasi (ODC). La ODC è un enzima 

presente in tutte le cellule che regola la sintesi delle poliammidi, che sono necessarie 

per la sintesi del DNA. C’è una evidenza sperimentale che i campi, in un ampio 

range di esposizione e frequenze, possano alterare l’attività della ODC su linee 

cellulari o tessuti. La maggior parte degli studi in vitro hanno dimostrato un aumento 

da 2 a 4 volte della sua attività; gli esperimenti su gli animali sono più variabili, forse 

a causa di una tessuto-specificità. Non è stato dimostrato però nessun effetto 

induttivo sulla trascrizione della ODC suggerendo che le alterazioni potrebbero 

essere dovute ad un aumento della concentrazione dell’enzima causato da variazioni 

nei tassi di degradazione. Sussistono tuttavia difficoltà nel riprodurre gli esperimenti: 

infatti sembrano essere coinvolti numerosi fattori nella responsività alla 

stimolazione, quali il tipo di linea cellulare, il livello di confluenza ed il numero di 

passaggi. Nonostante ciò, gli effetti osservati sulla attività ODC sono 

sufficientemente consistenti da poter essere considerati biologicamente significativi 

(Murphy e Mild, 1997).   
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2 I Recettori del Glutammato 
 

 I recettori del glutammato (GluRs) sono una famiglia di proteine 

transmembrana che media la maggior parte della trasmissione neuronale di tipo 

eccitatorio nel sistema nervoso centrale dei mammiferi. Esse partecipano anche ai 

cambiamenti nella plasticità sinaptica, soprattutto durante la formazione delle reti 

neuronali nel corso del differenziamento del sistema nervoso centrale (Mayer e 

Westbrook, 1987; Dingledine et al., 1988; Monaghan et al., 1989). 

Questi recettori svolgono un ruolo importante sia nella fisiologia che nelle 

patologie del sistema nervoso, infatti molte malattie neurodegenerative sono 

correlate ad un loro eccessiva attivazione (Rothman e Olney, 1987; Choi e Rothman, 

1990; Meldrum e Garthwaite, 1990). 

I recettori del glutammato sono distinti in due principali classi: ionotropici e 

metabotropici  (Seeburg, 1993; Hollmann e Heinemann, 1994). I recettori ionotropici 

(iGluRs) contengono specifici canali ionici e sono suddivisi in tre sottogruppi: a-

amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionate (AMPA), KAINATO and N-

methyl-D-aspartate (NMDA). I recettori metabotropici (mGluRs) sono accoppiati a 

GTP-binding proteins (G-proteins) e modulano la produzione di secondi messaggeri 

intracellulari. 

 

2.1I Recettori Ionotropici 
 

 I recettori ionotropici sono stati suddivisi in tre gruppi, AMPA, KAINATO e 

NMDA, in base ai loro specifici agonisti. Tuttavia non esiste una distinzione netta tra 

i recettori AMPA e KAINATO, infatti sia gli uni che gli altri possono rispondere ai 

medesimi agonisti, per questo inizialmente i recettori ionotropici del glutammato 

venivano distinti in NMDA e non NMDA. Successivi studi di clonaggio molecolare 

hanno permesso di identificare le varie subunità che costituiscono i recettori AMPA 

e KAINATO dimostrando che si tratta di complessi distinti, formati da subunità 

diverse.  
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Questi recettori formano dei veri e propri canali ionici che in posizione 

postsinaptica, mediano la maggior parte della trasmissione neurosinaptica eccitatoria 

del cervello. 

 
2.1.1 Classificazione e struttura 

 

 Studi di biologia molecolare hanno rivelato una maggiore varietà tra i recettori 

GluRs rispetto a quella attesa in base a studi elettrofisiologici e farmacologici. Infatti  

queste tre classi di recettori, sono costituite dall’assemblamento di più subunità. Per i 

recettori AMPA esistono 4 diverse subunità (GluR1-4), 5 per i recettori kainato 

(GluR5-7 e KA1, KA2), infine altre 5 per i recettori NMDA (NR1, NR2A, NR2B, 

NR2C e NR2D), (Hollmann et al., 1989; Moriyoshi et al., 1991), (Fig.2.1) 

 

 
 

Fig.2.1 Dendrogramma dei membri della famiglia dei recettore ionotropici del 

Glutammato. (Ozawa et al., 1997)  
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 Queste subunità sono codificate da geni diversi, alcuni dei quali presentano 

meccanismi di splicing alternativo ed editing del RNA, aumentando cosi la 

complessità dei possibili recettori presenti sulla membrana plastica del neurone. 

Tutte le subunità dei recettori GluRs hanno una struttura simile costituita da un 

largo dominio N-terminale extracellulare, 4 segmenti idrofobici di membrana (M1-

M4) e un dominio C-terminale intracellulare  (Holmann,1994 et al; Kuryatov et al., 

1994; Stern-Bach et al., 1994; Bennett and Dingledine, 1995; Wo e Oswald, 1995). 

Un esempio di una subunità del recettore AMPA, GluR2, secondo il modello 

proposto da Holmann è illustrato in figura 2.2.  
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Fig.2.2 Struttura della subunità GluR2 del recettore AMPA.(Ozawa et al., 1997) 
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2.1.2 I recettori non NMDA: AMPA e KAINATO. 

 

 Questi recettori GluRs inizialmente venivano raggruppati in una unica classe 

dei non NMDA, in quanto era noto che non avevano come agonista NMDA, ma 

potevano essere attivati entrambi sia dal kainato, sia dall’AMPA. Dopo la scoperta 

delle varie subunità dei recettori del glutammato è stata messa in evidenza una chiara 

distinzione tra i due tipi di recettore. Infatti come detto in precedenza, essi sono 

costituiti da proteine diverse, anche se con una forte omologia, inoltre sono stati 

scoperti differenti antagonisti capaci di bloccare in maniera specifica, l’uno o l’altro 

recettore. 

 

I recettori AMPA 

 I recettori AMPA mediano la neurotrasmissione eccitatoria veloce, nella 

maggior parte delle sinapsi del sistema nervoso centrale. Le differenti proprietà 

funzionali di questi recettori dipendono dal modo con cui si assemblano le varie 

subunità, formando complessi sia omomerici, sia eteromerici. I recettori AMPA sono 

considerati permeabili al Na+  e al K+   e in generale impermeabili al Ca2+ , tuttavia  è 

stato dimostrato che in alcuni casi questi recettori sono permeabile al Ca2+, in 

particolare si è visto che i recettori omomerici costituiti dalla subunità GluR2 sono 

impermeabili al Ca2+, mentre i recettori omomerici costituiti dalle subunità GluR1, 

GluR3 e GluR4 sono permeabili allo ione, infine nei recettori eteromerici la presenza 

o meno della subunità  GluR2 risulta decisiva  per la permeabilità del recettore al 

Ca2+, evidentemente questa subunità presenta caratteristiche strutturali che bloccano 

il passaggio dello ione attraverso il recettore (Seeburg, 1993; Hollmann e 

Heinemann, 1994; Jonas and Burnashev, 1995). L’unica proprietà che distingue la 

subunità GluR2 dalle altre è riscontrabile in un singolo aminoacido situato sul 

segmento idrofobico M2, questo residuo è un arginina (R) con carica positiva, nelle 

altre tre subunità è invece presente una glutamina (Q) con carica neutra. La presenza 

di un'arginina riduce la permeabilità del recettore ai cationi monovalenti, lo rende 

impermeabile al Ca2+ e ne altera la relazione corrente/voltaggio. Quindi la 

permeabilità del recettore al Ca2+ cambia a seconda di quale dei due aminoacidi 

(arginina o glutamina)  è presente in questo sito chiamato Q/R (Hume et al., 1991; 
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Mishina et al., 1991; Burnashev et al., 1992b). L’arginina presente nel sito Q/R della 

subunità GluR2 non è codificata dal gene ma viene aggiunta successivamente 

mediante un meccanismo post-transcrizionale definito editing dell'RNA. Esso 

utilizza una specifica RNA deaminasi (ADAR) che rimuove un gruppo amminico in 

una Adenina specifica, del pre-mRNA dei recettori, trasformandola in inosina. 

 

I recettori Kainato 

 Nonostante questo recettore sia notevolmente distribuito nel sistema nervoso 

centrale, la sua funzione non è ancora del tutto chiara. Studi di espressione genica 

hanno dimostrato che recettori omomerici costituiti dalle subunità GluR5 e GluR6 

formano canali funzionanti, mentre le subunità GluR7, KA1 e KA2 non possono 

formare canali che  funzionanti (Werner et al., 1991; Bettler et al.,1992). Come per i 

recettori AMPA anche qui possiamo avere editing del RNA nel sito Q/R, in 

particolare nelle subunità GluR5 e GluR6 e anche in questo caso tale proprietà 

strutturale influenza la permeabilità del recettore al  Ca2+. Al contrario dei recettori 

AMPA, l’editing del RNA nel sito Q/R è incompleto durante lo sviluppo, quindi 

nell’adulto possono coesistere entrambe le forme  di mRNA, quella che ha subito 

editing e quella che non lo ha subito. 
     

2.1.3 I recettori NMDA 

 

 I recettori NMDA mediano la neurotrasmissione eccitatoria del sistema 

nervoso centrale in modo diverso rispetto ai recettori non NMDA. Essi infatti sono 

caratterizzati da un blocco voltaggio dipendente ad opera del Mg2+  (Mayer et al., 

1984; Nowak et al., 1984), una notevole permeabilità al Ca2+  e una lenta cinetica del 

canale ionico (MacDermott et al., 1986; Mayer e Westbrook,1987a; Lester et al., 

1990). Come per i recettori AMPA e kainato, anche gli NMDA possono formare 

complessi sia omomerici che eteromerici, tuttavia l’ampiezza della risposta ottenuta 

con recettori omomerici è molto più piccola rispetto a quelli eteromerici, inoltre studi 

molecolari hanno evidenziato che solo la subunità NR1 è in grado di formare 

strutture omomeriche funzionanti. Le altre subunità hanno il ruolo di aumentare 

l’efficenza della risposta del recettore eteromerico, quindi il recettore deve 
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necessariamente essere costituito dalla subunità principale NR1, a cui si aggiungono 

le altre subunità secondarie NR2 (A,B,C e D) (Nakanishi, 1992; Seeburg,1993; Mori 

e Mishina, 1995). 

 Per la loro attivazione i recettori NMDA hanno bisogno oltre che del legame 

del neurotrasmettitore, il glutammato, anche dello sblocco dall’inibizione ad opera 

del Mg2+. Questo avviene nel momento in cui la membrana sinaptica subisce una 

depolarizzazione,  che permette il rilascio del Mg2+, il canale cosi può attivarsi 

(Mayer et al., 1984; Nowak et al., 1984). Per queste proprietà i recettori NMDA 

possono essere considerati canali voltaggio dipendenti, questo spiega la lentezza 

della loro cinetica, infatti prima della loro attivazione è necessaria una 

depolarizzazione della membrana, a cui contribuisce l’apertura degli altri canali del 

glutammato (AMPA e kainato), che avviene più rapidamente. 

 Altri studi hanno evidenziato che l’efficienza della risposta di questi recettori è 

marcatamente aumentata dalla glicina (Johnson e Ascher,1987). L’effetto della 

glicina è rilevabile a bassissime concentrazione dell’aminoacido (0,1-0,7µM) inoltre 

è stato dimostrato che la glicina non è un semplice potenziatore dell’attività del 

canale, ma è assolutamente necessario per la sua attivazione. Infatti anche se il 

recettore sembra funzionare in terreno privo di glicina, in realtà si è visto che una 

piccola contaminazione dell’aminoacido rimane sempre nelle soluzioni sperimentali 

(circa 20-50 nM). Utilizzando dei protocolli in cui viene eliminata completamente la 

glicina dal terreno di coltura (terreni glicina free), i recettori NMDA non sono 

funzionanti (Kemp et al.,1988; Vyklicky et al., 1990), questo ha portato alla 

conclusione che la glicina è un coagonista dei canali NMDA.  

 Anche per gli NMDA il sito corrispondente al Q/R svolge un importante ruolo 

nella fisiologia del recettore, questo sito, localizzato sul segmento idrofobico M2, è 

occupato da una asparagina (N) (Nakanishi, 1992; Seeburg, 1993; Hollmann e 

Heinemann,1994; Mori e Mishina, 1995), tale aminoacido in quella precisa 

posizione, influenza sia la permeabilità del canale al Ca2+ , sia il suo blocco dovuto al  

Mg2+ (Burnashev et al.,1992c; Mori et al., 1992; Sakurada et al., 1993). Infatti in 

esperimenti in cui viene rimossa l’asparagina nella subunità NR1, la permeabilità del 

recettore al Ca2+  e il blocco operato da Mg2+ vengono completamente aboliti 

(Burnashev et al.,1992c, Sakurada et al., 1993). 



 20

 

 

2.2 I Recettori Metabotropici  
 

 Il Glutammato attiva non solo i recettori ionotropici ma anche quelli 

metabotropici (mGluRs), i quali sono accoppiati alle G-proteins (Schoepp e Conn, 

1993; Nakanishi, 1994; Pin e Duvoisin,1995). Studi molecolari hanno portato 

all’identificazione di 8 geni, mGlur1-8, che codificano per i recettore metabotropici, 

alcuni di questi geni presentano splicing alternativo, aumentando la variabilità dei 

recettori  (Abe et al., 1992; Tanabe et al., 1992, 1993; Nakajima et al, 1993, 

Pickering et al., 1992). 

 

2.2.1 Classificazione e struttura 

 

 Gli otto sottotipi di mGluRs hanno una struttura primaria molto correlata la 

loro sequenza presenta più del 40% di omologia (Pin e Duvoisin, 1995),(Fig.2.3). 

 

 
 

 

Fig.2.3 Dendrogramma dei membri della famiglia dei recettore metabotropici del 

Glutammato. (Ozawa et al., 1997) 
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 Tutti i recettori metabotropici sono proteine molto grandi (854-1179 

aminoacidi), hanno sette domini transmembrana, una regione N-terminale 

extracelluare e una porzione C-terminale intracellulare (Nakanishi, 1992; Hollmann e 

Heinemann, 1994; Pin e Duvoisin,1995). Il dominio N-terminale contiene i siti di 

legame del glutammato, mentre quello C-terminale svolge un ruolo nel determinare 

l’efficienza degli agonisti recettoriali (Flor et al, 1996). Le sequenze del primo e del 

terzo dominio transmembrana sono altamente conservati, suggerendo il loro 

coinvolgimento nell’attivazione delle G-proteins. 

I recettori metabotropici sono stati classificati in tre gruppi, in base alla 

somiglianza della loro sequenza e le loro proprietà farmacologiche e biochimiche. I 

recettori del gruppo I (mGluR1 e mGluR5) stimolano la fosfolipasi C (PLC) e la 

conseguente idrolisi del fosfatidilinositolo, che porta al rilascio di Ca2+ dai depositi 

intracellulari (Masu et al. 1991, Abe et al., 1992). Sono localizzati principalmente 

nelle postsinapsi dove regolano l’eccitabilità neuronale mediante la modulazione di 

canali ionici. I recettori del gruppo II (mGluR2 e mGluR3) e del gruppo III 

(mGluR4, mGluR6, mGluR7 e mGluR8) inibiscono cAMP, con alcune eccezione 

questi recettori sono localizzati nella membrane presinaptica, dove regolano il 

rilascio di glutammato o di altri neurotrasmettitori (Conn e Pin 1997; Alagarsamy et 

al, 2001). 

 

2.3 Espressione genica dei Recettori Ionotropici 

 
 Le proprietà fisiologiche e farmacologiche dei recettori ionotropici del 

glutammato sono strettamente correlate alla loro regolazione trascrizionale e 

traduzionale. L’attivazione o l’inibizione dell’espressione genica delle varie subunità 

recettoriali può avvenire, in seguito ad episodi di ischemia, traumi, attivazione 

ripetuta dei circuiti afferenti o cronica somministrazione di particolari farmaci. Per 

esempio l’espressione delle diverse subunità del recettore AMPA può essere alterata 

in seguito ad episodi di ischemia (Pollard et al., 1993; Gorter et al., 1997) e 

l’espressione di GluR1 viene indotta durante la cronica esposizione alla morfina o ad 

altre droghe (Fitzgerald et al., 1996). Allo stesso tempo lo stadio di differenziamento 
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del neurone influenza notevolmente i meccanismi che regolano l’espressione genica 

di questi recettori. Per esempio durante il differenziamento dei granuli cerebellari, 

precisamente quando la loro migrazione arriva alla linea granulare interna, i recettori 

NMDA cambiano nella loro composizione, infatti l’espressione della subunità  

NR2B diminuisce mentre aumenta quella della subunità NR2C (Watanabe et al, 

1994; Farrant et al, 1994; Monyer et al, 1994). La sovraespressione di NR2C è 

indotta dalla neurogulina-β, oltre che dall’attivazione del recettore stesso (Ozaki et 

al, 1997). 

 

2.3.1 Regolazione trascrizionale 

 

 La regione del promotore, di alcuni geni che codificano per le subunità dei 

iGluRs, è stata clonata e ben caratterizzata, (in figura 4 sono rappresenti alcuni 

esempi). Questi studi hanno evidenziato che le diverse subunità dei recettori 

ionotropici, hanno molte somiglianze: il loro promotore è privo della TATA box e la 

CAAT box, hanno multipli siti di inizio trascrizionale, sparsi in zone ricche di GC, 

distribuiti su una regione che va da 18 a 190 basi, hanno sequenze consenso Sp,  

contengono inoltre siti di silenziamento RE1/NRSE che contribuiscono alla 

specificità neuronale (Myers et al.,1999). Oltre a questi elementi comuni il 

promotore dei recettori iGluRs, contengono elementi specifici, per esempio NR1 

presenta nel suo promotore un sito che riconosce il MEF2C (myocyte enhancer factor 

2C) e un sito AP-1, GluR2 invece presenta un sito NRF1 (nuclear respiratory factor-

1), capace di aumentare l’attività del promotore in neuroni corticali trasfettati 

(Fif.2.4). 
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Fig.2.4 Rappresentazione schematica della regione prossimale dei promotori dei 

iGluRs. (Myers et all.,1999). 

 

 Oltre agli studi che hanno permesso di caratterizzare il promotore dei recettori 

del glutammato, per alcuni di questi è stato possibile capire anche qualche 

meccanismo di regolazione trascrizionale ad opera di fattori specifici coinvolte in vie 

di traduzione ben note. Per esempio l’espressione di NR1 è regolata da segnali, 

mediati dal cAMP. Questa via è intimamente legata all’attivazione di MAPKs (PKA, 

ERK). I livelli di mRNA di NR1 vengono incrementati dal trattamento con 

Foskolina, un attivatore del cAMP. Tale attivazione viene bloccata da inibitori del 

PKA, indicando che cAMP regola la trascrizione di NR1, mediante l’attivazione di 

PKA. Alcuni studi mettono in evidenza che CREB è il fattore che collega la via del 

cAMP al promotore di NR1, infatti mutando tre siti di legame di CREB (CRE) sul 

promotore di NR1 la sua attività viene drasticamente ridotta, si ipotizza il modello 

secondo cui l’ cAMP attiva la PKA, la quale a sua volta direttamente o mediante 

induzione di altre chinasi attiva CREB, che si lega al promotore di NR1 attivandolo. 

(Lau et al, 2004) 
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 Altri studi hanno mostrato che durante il differenziamento neuronale NR1 

viene indotto, mediante l’intereazione di Sp con un sito NF-kB.(Liu et al, 2004). 

 Anche per la subunità GluR1 sono stati eseguiti approfonditi studi ed è stato 

dimostrato che  la sua espressione è regolata da molti differenti stimoli. I livelli di 

proteina vengono aumentati dal fattore di crescita dei fibroblasti (Cheng et al., 1995). 

In colture primarie di granuli cerebellari, una alta concentrazione di potassio (25 

mM) aumenta i livelli di mRNA e proteina (Condorelli et al. 1993). GluR1 è anche 

indotto durante shocks dovuti a ripetute elettroconvulsioni (Naylor et al., 1996) e in 

seguito al trattamento cronico con morfina o cocaina (Churchill et al, 1999).  Allo 

stesso tempo i livelli di GluR1 diminuiscono con l’avanzamento dello sviluppo 

cerebrale.  

 

2.3.2 Regolazione traduzionale 

 

 L’efficienza della traduzione di un mRNA può essere regolata mediante 

modificazioni dei motivi strutturali situati sul 5’ o 3’ UTR, alterazione o aumento del 

numero di codoni AUG, legame all’RNA di specifiche proteine (Jackson et al, 1997; 

Wickens et al.1997). Molte evidenze sperimentali mostrano che esistono dei 

meccanismi di regolazione traduzionale direttamente a livello dendritico, questo 

chiaramente permette un fine controllo temporale e spaziale dell’espressione genica, 

soprattutto per proteine come i recettori del glutammato che svolgono un ruolo 

chiave nella funzionalità sinaptica (Miyashiro et al.,1994; Crino et al.1996; Steward 

1997). 

 Le prime  evidenze di una regolazione traduzionale dei recettori del 

Glutammato sono state ottenute confrontando i livelli di mRNA e proteina della 

subunità NR1 nella linea cellulare PC12. Infatti l’mRNA era presente nella cellula, 

sia nello stadio differenziato che in quello indifferenziato, mentre la proteina non era 

rilevabile. Da questi studi è stato proposto che la traduzione dell’mRNA viene 

soppressa, forse a causa di  motivi strutturali presenti sul 5’o 3’ UTR (Sucher et 

al.1993). Anche la subunità NR2A e la subunità GluR2 sono  soggette a controllo 

traduzionale, infatti  è stato dimostrato che la traduzione del loro mRNA può essere 

soppressa e anche in questo caso sembrano coinvolte strutture presenti sul 5’UTR, in 
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particolare dei loop nelle regioni ricche di GC, oltre che un alterato numero dei 

codoni AUG (Wood et al.1996; Myers et al.,1997). Per le altre subunità dei recettori 

del glutammato ancora non si hanno evidenze significative per un potenziale 

controllo traduzionale, ma appare chiaro che il contenuto in GC e il numero dei 

codoni AUG sembrano essere la chiave per questi meccanismi di regolazione. 

 

2.4 Recettori Ionotropici e differenziamento 

 
 I recettori del glutammato svolgono un importante ruolo neurotrofico, durante 

il differenziamento neuronale, soprattutto nelle prime fasi dello sviluppo. Per 

esempio, l’attivazione del canale NMDA è essenziale per la corretta formazione delle 

connessioni sinaptiche, nel corso dello sviluppo del sistema visivo e del cervelletto 

(Cline et al., 1989; Kleinschmidt et al, 1987; Rabacchi et al., 1992), inoltre il blocco 

di questo recettore impedisce la migrazione dei granuli cerebellari che si accompagna 

al loro differenziamento (Komuro e Rakic, 1993). Anche i recettori non-NMDA 

mediano alcuni effetti neurotrofici del glutammato, per esempio possono alterare lo 

sviluppo dei neuriti nei granuli cerebellari (Pizzi et al.,1994) o anche in parte 

regolare il numero di neuroni nel corso della maturazione del cervelletto (Cox et 

al.1990). 

 I recettori del glutammato svolgono questo importante ruolo sul 

differenziamento neuronale, sia stimolando la produzione e il rilascio di fattori 

neurotrofici, sia attivando una cascata di segnali di traduzione, che coinvolgono 

principalmente il calcio. Infatti questo ione  è responsabile dell’attivazione di protein 

chinasi, come Ras-MAPK/ERK e PI3-K-Akt, che contribuiscono alla regolazione 

dell’espressione genica, inducendo fattori trascrizionali, come CREB, SRF, MEF-2, 

NF-kappaB (Balazs 2006). L’effetto neurotrofico di questi recettori è strettamente 

dipendente dallo stadio di sviluppo e di differenziamento neuronale  una eccessiva 

stimolazione ad opera del glutammato risulta neurotossica; questo fenomeno sta alla 

base delle malattie neurodegenerative. 
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3 I Granuli cerebellari: Un ottimo modello di studio 
 
3.1 Il Cervelletto 

Il cervelletto occupa la maggior parte della fossa cranica posteriore. E’ 

costituito da un mantello esterno di sostanza grigia (la corteccia cerebellare), da 

sostanza bianca, all’interno, e da tre paia di nuclei profondi che proiettano al di fuori 

del cervelletto: il nucleo del fastigio, il nucleo interposito ed il nucleo dentato. Una 

singolare caratteristica della superficie cerebellare è la presenza di numerose 

convoluzioni trasversali e parallele tra loro che decorrono da un lato all’altro del 

cervelletto. Due profonde fessure trasversali dividono il cervelletto in tre lobi 

principali. La fessura primaria, disposta in corrispondenza della sua superficie 

superiore, separa il lobo anteriore da quello posteriore. La fessura posterolaterale, 

situata nella parte inferiore del cervelletto, separa il lobo posteriore dal piccolo lobo 

flocculo-nodulare (Fig.3.1). 

 

 
Fig.3.1 Organizzazione regionale del cervelletto. 

 

Il cervelletto deriva sia dalla vescicola mesencefalica sia da quella rombencefalica. 

Usando le tecniche di trapianto è stato visto che il primordio del cervelletto deriva 

dalla parte più caudale del mesencefalo e dalla regione più anteriore del 

rombencefalo (Martinez e Alvarado-Mallart, 1989; Marin e Puelles, 1995). 

 La corteccia del cervelletto ha una struttura semplice ed uniforme, essendo 

costituita da tre strati contenenti solo cinque tipi di cellule: cellule stellate, a canestro, 
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del Purkinje, del Golgi ed i granuli (Fig.3.2). Lo strato più esterno o strato 

molecolare è costituito principalmente dagli assoni dei granuli, denominati fibre 

parallele, che decorrono parallelamente all’asse maggiore dl folium. Contiene anche 

cellule stellate e a canestro, che sono interneuroni ed i dendriti dei neuroni del 

Purkinje dello strato sottostante. 

Al di sotto dello strato molecolare è disposto lo strato delle cellule del  Purkinje, 

costituito dai grandi corpi cellulari (50-80 µm) dei neuroni del Purkinje, che sono 

disposti l’uno accanto agli altri, formando uno strato momocellulare. Questi neuroni 

possiedono un considerevole albero dendritico che si estende fino allo strato 

molecolare ed è disposto in un solo piano perpendicolare all’asse principale del 

folium. I neuroni del Purkinje inviano i loro assoni alla sostanza bianca sottostante. 

Essi costituiscono l’unica uscita della corteccia cerebellare. 

 Lo strato interno o dei granuli contiene un elevato numero di piccoli neuroni 

densamente stipati, la maggior parte dei quali sono i granuli appunto. Il loro numero, 

all’incirca 1011, è superiore a quello dei neuroni di tutta la corteccia cerebrale. Nella 

parte più esterna dello strato si trovano alcune cellule del Golgi. Lo strato dei granuli 

presenta piccoli spazi chiari detti glomeruli cerebellari, a livello dei quali le cellule di 

questo strato stabiliscono complessi rapporti sinaptici con le espansioni a forma di 

bulbo delle fibre afferenti (muscoidi). 
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Fig.3.2 Rappresentazione degli strati della corteccia cerebellare 

 

3.2 I granuli cerebellari 

 
 I Granuli cerebellari come è stato detto costituiscono il tipo cellulare 

maggiormente rappresentato nel cervelletto. Essi sono piccoli neuroni densamente 

stipati nello strato più interno della corteccia cerebellare.  

Alcuni studi sui roditori hanno dimostrato che i precursori delle cellule 

granulari della corteccia cerebellare prendono origine dal rombencefalo,  nel periodo 

postnatale attraverso un processo di migrazione tangenziale, questi vanno a ricoprire 

la zona superficiale del primordio del cervelletto formando la linea granulare esterna 

(EGL). A questo punto nella zona superiore dell’EGL, denominata zona proliferativa 

(PRZ), ha luogo un intensa proliferazione dei granuli cerebellari. Dopo questa fase 

altamente mitotica, essi cominciano ad estendere i loro assoni nella regione inferiore 

della zona EGL, la cosiddetta zona premigratoria (PMZ). Quindi la zona EGL è 

costituita da  due regioni ben distinte a cui corrispondono due differenti fasi dello 
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sviluppo dei granuli cerebellari: la fase proliferativi nella zona PRZ e la fase 

postmitotica nella zona PMZ (Altman, 1969;1972; Fujita et al. 1966). 

Successivamente, i granuli cerebellari si spostano dalla zona EGL alla linea interna 

(IGL) e qui raggiungono il loro completo differenziamento. 

 Queste cellule rappresentano un ottimo modello sperimentale in quanto è 

abbastanza semplice ricavarne delle colture primarie, mediante l’espianto del 

cervelletto da animali da laboratorio quali topi e ratti. Inoltre è stato dimostrato che la 

loro crescita e il loro sviluppo in vitro, mima molto bene i meccanismi di  

innervazione e formazione delle fibre glutamatergiche che si verificano normalmente 

durante lo sviluppo in vivo (Balazs et al.,1988; Gallo et al.,1987). Colture primarie di  

granuli cerebellari rappresentano anche un sistema cellulare omogeneo poiché 

contengono, virtualmente, una singola popolazione neuronale. Tale sistema è stato 

largamente impiegato sia per lo studio della sopravvivenza e del differenziamento 

neuronale che per misure di parametri farmacologici, elettrofisiologici e biochimici 

(Contestabile 2002). 

 Studi di espressione genica utilizzando i granuli cerebellari hanno permesso di 

comprendere molti importanti processi coinvolti nella proliferazione, nel 

differenziamento e nella migrazione cellulare (Savill et al 2005). 

 La maturazione e il differenziamento dei granuli cerebellari è promossa 

dall’attivazione dei recettori degli aminoacidi eccitatori (EAAs) come il glutammato 

(Hack e Balazs 1994), tuttavia un eccessiva attivazione può compromettere la 

sopravvivenza stessa delle cellule, questo fenomeno denominato effetto eccitossico è 

coinvolto in molte malattie neurodegenerative. I granuli cerebellari una volta messi 

in coltura hanno una vita  breve, infatti col progredire della loro maturazione 

divengono via via sempre più vulnerabili all’azione del glutammato, e dopo otto 

giorni dall’espianto raggiungono la loro piena maturazione andando incontro a morte 

(Hack e Balazs 1994). 

Questo fenomeno è dovuto all’incremento dell’espressione dei recettori del 

Glutammato che si verifica durante la maturazione e il differenziamento dei di questi 

neuroni, infatti una volta che le varie subunità dei recettori vengono sintetizzate, si 

vanno a localizzare sulla membrana plasmatica sinaptica espletando la loro funzione 

recettoriale. 
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SCOPO DELLA RICERCA E STRATEGIA SPERIMENTALE 

 
 
La mia tesi di dottorato ha avuto come obiettivo lo studio dell’effetto dei campi 

elettromagnetici  a bassa frequenza (Extremely Low Frequency, ELF) su cellule del 

sistema nervoso centrale di ratto, in particolare granuli cerebellari espiantati da ratti 

neonati. Queste cellule rappresentano la popolazione predominate a livello del 

cervelletto di ratto e le colture primarie di granuli cerebellari sono uno dei modelli 

sperimentali più diffusi per lo studio di numerosi parametri neuronali. Una vasta 

letteratura scientifica documenta l'impiego dei granuli cerebellari sia per lo studio di 

diversi aspetti dello sviluppo e delle funzioni che per l'analisi morfologica, 

biochimica e molecolare del sistema nervoso. 

 

Il mio lavoro di dottorato si è articolata in due fasi:  

Nella prima fase ho studiato gli effetti dell’esposizione a campi 

elettromagnetici a bassa frequenza (50 Hz, 1mT) su colture di granuli cerebellari 

prelevati da ratti all’ottavo giorno dalla nascita (P8).  

Nella seconda fase sono state esposte direttamente le ratte gravide per l’intera 

durata della gestazione (circa tre settimane) e i ratti neonati per un ulteriore periodo 

di otto giorni, a questo punto ho analizzato gli effetti di tale esposizione sui granuli 

cerebellari. 

 
 

 

1. Studio in vitro: Effetto dell’esposizione a campi elettromagnetici 

ELF (Extremely Low Frequency) su colture primarie di granuli 

cerebellari prelevati da ratti neonati. 

 
Lo studio in vitro è stato condotto, esponendo ai campi elettromagnetici ELF, 

colture primarie di granuli cerebellari ottenute dal cervelletto di ratti a otto giorni 

dalla nascita. Queste colture sono state mantenute in un incubatore per cellule, 

all’interno di un solenoide generante un campo elettromagnetico di frequenza 50 Hz 
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e intensità 1 mT , per un periodo che variava da tre giorni ad otto giorni. Durante 

questo intervallo di tempo ho eseguito una serie di esperimenti volti allo studio 

dell’eventuale maturazione e differenziamento indotti dai campi elettromagnetici 

ELF in queste cellule. Tutti gli esperimenti sono stati eseguiti confrontando granuli 

cerebellari esposti e non esposti.   

 

PROTOCOLLO SPERIMENTALE IN VITRO 

 

Ratti neonati 

Incubazione in assenza Campi 
elettromagnetici 

Colture di granuli  
cerebellari 

Prelevamento dei granuli  
del cervelletto di ratti P8 

Incubazione in presenza di 
 Campi  elettromagnetici (1mT, 50 Hz) 
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1.1 Test di eccitotossicità da glutammato. 

 
Nelle colture neuronali, trattate con il glutammato alle opportune 

concentrazioni, il 90%-95% dei neuroni maturi vanno incontro a morte causata 

dall’effetto eccitossico dell’aminoacido. Infatti il glutammato attiva i canali 

ionotropici che aprendosi provocano una massiccia entrata di Ca2+ nella cellula con 

conseguenze tossiche per il neurone (Favaron et al, 1988; Choi, 1990, Schramm et al, 

1990; Mercanti et al, 1992). Le colture di granuli cerebellari rispondono al test di 

eccitossicità da glutammato solo all’ottavo giorno dall’espianto, quando tutte le 

subunità dei recettori per il neurotrasmettitore sono presenti sulla membrana 

plasmatica sinaptica; tale risposta è un indice dell’avvenuta maturazione neuronale.  

Come mostrato in figura 1.1 dopo cinque giorni di esposizione ai campi 

elettromagnetici (1 mT, 50 Hz) i granuli cerebellari mostrano una differente risposta 

al test di eccitotossicità da acido glutammico rispetto alle cellule non esposte. In 

particolare nelle cellule esposte e trattate con il glutammato alla concentrazione 100 

µM (Glu+Exp) è presente una mortalità maggiore del 30%  rispetto alla mortalità 

fisiologica rilevata nei campioni non esposti trattate con la stessa concentrazione di 

glutammato(Glu). Questo aumento della mortalità riscontrato nelle cellule esposte, è 

inibito se le stesse  sono trattate con  10 µM di dizocilpine maleato (MK-801), un 

antagonista dei canali NMDA del glutammato, durante i cinque giorni di esposizione.  

La precoce risposta al test di eccitossicità dei granuli cerebellari che ho 

riscontrato dopo cinque giorni di esposizione ai campi elettromagnetici ELF, mi ha 

fatto supporre una precoce comparsa dei recettori del glutammato sulla membrana 

sinaptica. 
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Fig. 1.1 Test di eccitossicità da glutammato su granuli del cervelletto di ratto neonato 

dopo cinque giorni di esposizione ai campi elettromagnetici ELF. 

 

 

1.2 Analisi dei canali del glutammato, mediante la tecnica del Patch 

clamp 

La tecnica del patch-clamp che permette lo studio delle correnti che passano 
attraverso i singoli canali ionici, consiste nel fare aderire la punta di una sottilissima 
pipetta di vetro ad una membrana cellulare; praticando poi una lieve aspirazione 
attraverso la pipetta è possibile ottenere una perfetta saldatura tra la micropipetta e la 
membrana in modo da isolare una piccola area della membrana stessa, in questo 
modo si può misurare la corrente attraverso i pochi canali contenuti nella zona 
selezionata (Fig 1.2). 

 



 35

 

Fig. 1.2 Schema esplicativo della tecnica del Patch clamp. 

 

Mediante la tecnica del patch-clamp è stato possibile misurare le correnti 

ioniche dei canali del KAINATO sia su cellule esposte ai campi magnetici ELF sia 

su cellule non esposte. Quando veniva somministrato ai granuli cerebellari 200 µM 

di kainato per 2-10 secondi, si aveva un induzione delle correnti in tutti i neuroni 

testati. Queste correnti si mantenevano in presenza dell’esposizione dell’agonista e 

raggiungevano uno livello di plateau per poi decadere una volta rimosso il kainato. Il 

passaggio di corrente attraverso la membrana veniva completamente bloccato da una 

soluzione di 10 µM di CNQX, un antagonista competitivo dei recettori non-NMDA, 

indicando che la somministrazione del kainato attivava specificatamente i recettori 

non-NMDA. 

Come illustrato in figura 1.3 l’esposizione per sei giorni ad un campo elettro-

magnetico di 50 Hz e 1 mT induce un aumento delle correnti legate ai recettori del 

KAINATO significatamene più grande rispetto alle cellule non esposte. Questa 

differenza scompare a sette ed a otto giorni di esposizione, quando i granuli 

cerebellari raggiungono la loro maturazione fisiologica. 
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Fig.1.3 Analisi mediante patch-clamp delle correnti ioniche dei canali del kainato su 

granuli del cervelletto di ratto neonato dopo sei, sette e otto giorni di esposizione a 

campi elettromagnetici ELF. 
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1.3 Analisi dell’espressione dei recettori dell’acido glutammico 

 

Mediante tecniche di  RT-PCR e Western Blotting ho analizzato l’espressione 

dei recettori  per l’acido glutammico sia a livello trascrizionale  che  traduzionale.  

Come mostrato in figura 1.4 l’esposizione ai campi elettromagnetici delle 

colture di granuli cerebellari induce una precoce espressione delle diverse subunità 

dei recettori  per l’acido glutammico. Infatti mentre nelle cellule non esposte è 

possibile mettere in evidenza una grande produzione di mRNA per queste subunità 

solo all’ottavo giorno dall’espianto, come risultato di una fisiologica maturazione, 

nelle cellule esposte si evidenzia la presenza di mRNA per le subunità NR1, GluR1, 

GluR2, GluR3 e GluR5 già a partire dal quarto giorno. L’mRNA del gene per la ß- 

Actina e l’rRNA per il gene 18S sono costitutivamente espressi per tutti i tempi 

considerati e rappresentano quindi il mio controllo interno. 

 

 
 

 
Fig.1.4 Anali dell’espressione degli RNA messaggeri per le subunità dei recettori 

ionotropici del glutammato NR1, GluR1, GluR2, GluR3 e GluR5 mediante RT-PCR 

su granuli del cervelletto di ratto neonato, a vari giorni di maturazione. 
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Questi risultati sono stati poi confermati dall’analisi in Western Blotting per le 

stesse subunità recettoriali. In figura 1.5 si evidenzia infatti una precoce produzione 

delle proteine per le subunità NR1, GluR1, GluR2-3 e GluR5 dei recettori per il 

glutammato. Le cellule esposte ai campi ELF mostrano un incremento della presenza 

di proteine per queste subunità a partire dal quinto giorno di coltura, rispetto alle 

cellule di controllo. Le proteine estratte dalla linea cellulare PC12 sono state usate 

come controllo positivo. 

 

 
 
 
 

 
 
 
Fig 1.5 Anali dell’espressione delle proteine per le subunità dei recettori ionotropici 

del glutammato NR1, GluR1, GluR2-3 e GluR5 mediante Western Blotting su 

granuli del cervelletto di ratto neonato a vari giorni di maturazione. 
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1.4 Analisi della distribuzione ed espressione dei neurofilamenti 

(NF200) 
 

I neurofilamenti sono i filamenti intermedi della cellula neuronale. Sono 

disposti, rispetto all’ assone, in fasci longitudinali di diametro medio di circa 10nm e 

uniti da legami crociati che conferiscono sostegno meccanico ed impediscono la 

rottura dell’assone stesso. Sono costituiti da lunghe proteine lineari a forma di 

bastoncello, suddivisibili in tre classi principali in base al loro peso molecolare, 68, 

160 e 200 kDa. 

Poiché i neurofilamenti rappresentano un indice del differenziamento 

neuronale, ho eseguito l’analisi dell’espressione dei neurofilamenti, in particolare 

degli NF200 (con peso molecolare di 200kD), mediante tecniche di 

immunoflorescenza indiretta e Western Blotting. La figura 1.6 mostra l’effetto 

dell’esposizione ai campi elettro-magnetici ELF, sulla distribuzione dei NF200 nei 

granuli  cerebellari. Come si può notare dalla marcatura con l’anticorpo Anti-NF200, 

nelle cellule esposte per cinque giorni  i neurofilamenti formano una rete molto più 

estesa rispetto alle cellule non esposte, inoltre sempre nelle celle esposte si evidenzia 

un incremento della percentuale di cellule positive alla marcatura che risulta simile 

alle cellule pienamente mature, in coltura da otto giorni (controllo positivo). 

 L’analisi in Western Blotting conferma gli stessi risultati, infatti la proteina 

NF200 risulta maggiormente espressa nelle cellule esposte sia per quattro che per 

cinque giorni  rispetto alle stesse non esposte.  
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Fig.1.6 Analisi della distribuzione della rete di neurofilamenti mediante 

immunoflurescenza indiretta (A-D) e analisi dell’espressione della proteina NF200, 

mediante Western Blotting (E-F),su granuli del cervelletto di ratto neonato a vari 

giorni di maturazione. 
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2. Studio in vivo: effetto dell’esposizione a campi elettromagnetici 

ELF (Extremely Low Frequency) su ratti neonati 

 
Lo studio in vivo è stato condotto esponendo le ratte gravide ai campi ELF per 

l’intera durata della gestazione (circa tre settimane). I ratti neonati sono stati esposti 

per un ulteriore periodo di otto giorni ai suddetti campi, al termine del quale è stato 

prelevato loro il cervelletto e sono state allestite le colture primarie di granuli 

cerebellari. Queste colture sono state mantenute in un incubatore per cellule per un 

periodo che variava da quattro ore ad otto giorni. Durante questo intervallo di tempo 

ho eseguito su queste cellule una serie di esperimenti allo scopo di studiare il loro 

grado di maturazione e di differenziamento per mettere in evidenza gli eventuali 

effetti dell’esposizione ai campi elettromagnetici ELF durante embriogenesi e nei 

primissimi giorni dopo la nascita. I risultati ottenuti sono stati confrontati con  

esperimenti eseguiti in parallelo, utilizzando granuli cerebellari prelevati da ratti non 

esposti.   
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PROTOCOLLO SPERIMENTALE IN VIVO 

 

 
 

 

 

 

Prelevamento dei granuli 
del cerveletto di ratti P8 

Colture di granuli 
cerebellari 

Ratte gravide non esposte 
durante la gestazione 

Ratte gravide esposte a 50Hz, 
 1mT durante la gestazione 

Ratti neonati esposti 
a 50Hz, 1mT per  8 giorni 

Ratti neonati non esposti 

Incubazione in assenza di 
campi elettromagnetici. 
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2.1  Test di eccitotossicità da glutammato 

 
Gli esperimenti in vitro, illustrati precedentemente, hanno evidenziato una 

risposta precoce dei granuli cerebellare esposti ai campi ELF  al test di eccitossicità 

da glutammato, infatti dopo cinque giorni di esposizione la risposta al test di 

eccitossicità è maggiore del 30%  rispetto a quella rilevata nei campioni di controllo. 

Gli esperimenti in vivo mostrano un effetto simile. Infatti come illustrato in 

figura 2.1, colture di granuli cerebellari prelevati da ratti che sono stati esposti ai 

campi elettromagnetici ELF durante la loro embriogenesi e nei successivi otto giorni 

dopo la nascita, mostrano una differente risposta al test di eccitotossicità da acido 

glutammico rispetto ai controlli (cellule prelevate da ratti non esposti). In particolare 

nelle cellule prelevate da ratti esposti e trattate con una concentrazione di 

glutammato 100 µM (exp+glu) è presente già a partire dal secondo giorno 

dall’espianto una mortalità maggiore rispetto a quella rilevata nei campioni non 

esposti trattati con la stessa concentrazione di glutammato(Glu). Questo differenza 

aumenta nei successivi giorni di coltura. Come si può notare la diminuzione della 

vitalità dopo l’aggiunta del glutammato è riscontrabile sia nei campioni di controllo 

che in quelli esposti, ma in questi ultimi tale diminuzione è notevolmente più 

marcata, indicando una maggiore attività dei recettori del glutammato.  
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Fig. 2.1 Test di eccitossicità da glutammato su colture di granuli del cervelletto 

prelevati da ratti neonati esposti a radiazioni non ionizzanti ELF, durante la loro 

embriogenesi e nei primi otto giorni dopo la nascita . 

 

 

2.2 Analisi dei canali del glutammato, mediante la tecnica del Patch 

clamp 

 
Gli esperimenti in vitro sono stati eseguiti esponendo colture primarie di 

granuli cerebellari, a radiazioni non ionizzanti (50 Hz, 1 mT) e come è stato detto in 

precedenza, l’analisi mediante la tecnica del patch-clamp  ha prodotto dei risultati 

che evidenziano un incremento delle correnti nelle cellule esposte rispetto a quelle di 

controllo.  

Ho eseguito la stessa analisi per gli esperimenti condotti in vivo e i risultati 

ottenuti, illustrati in figura 2.2, mostrano un aumento significativo delle correnti 

ioniche dei canali del kainato, prodotte da granuli cerebellari prelevati da ratti che 

sono stati esposti durante la loro embriogenesi e nei successivi sette giorni dopo la 

nascita, rispetto alle cellule di controllo. In particolare questo incremento in corrente 

rilevato mediante il patch-clamp si registra a partire dal terzo giorno di coltura dopo 
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l’espianto, si mantiene al quarto giorno e scompare nei successivi giorni quando i 

granuli del cervelletto cominciano a raggiungere la loro piena maturazione. 

 

Fig 2.2 Analisi mediante patch-clamp delle correnti ioniche dei canali del kainato su 

colture di granuli del cervelletto prelevati da ratti neonati esposti ai campi 

elettromagnetici ELF, durante la loro embriogenesi e nei primi otto giorni dopo la 

nascita . 

 

 

2.3 Analisi dell’espressione dell’mRNA delle subunità NR2B e NR2C 

del recettore del glutammato NMDA 

  

Come detto nell’introduzione lo stadio di differenziamento del neurone 

influenza notevolmente i meccanismi che regolano l’espressione genica dei recettori 

del glutammato. In particolare durante il differenziamento dei granuli cerebellari, nei 

primi giorni subito dopo la nascita, i recettori NMDA cambiano nella loro 

composizione, infatti l’espressione della subunità  NR2B diminuisce mentre aumenta 
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quella della subunità NR2C (Watanabe et al, 1994; Farrant et al, 1994; Monyer et al, 

1994).  

Poiché negli studi in vivo, i ratti neonati sono stati esposti ai campi 

elettromagnetici ELF nei primi otto giorni dalla nascita, ho ritenuto interessante 

studiare l’espressione delle due subunità NR2B e NR2C mediante un analisi in Real 

Time RT-PCR, questa tecnica essendo estremamente quantitativa, permette di 

evidenziare cambiamenti anche piccoli di espressione dell’mRNA di una cellula. 

In figura 2.3 è riportato il grafico che mostra l’andamento della sintesi del 

mRNA di  NR2B e NR2C rispetto al primo giorno di coltura, in granuli cerebellari 

prelevati da ratti neonati non esposti ai campi elettromagnetici. Come si può notare 

l’espressione del RNA messaggero delle due subunità del recettore NMDA mima 

perfettamente quello che si verifica normalmente durante lo sviluppo in vivo. Infatti 

la subunità NR2B aumenta nei primi giorni di coltura e diminuisce negli ultimi; 

viceversa la subunità NR2C diminuisce  nei primi giorni e aumenta negli ultimi, 

quando cioè i granuli del cervelletto sono in via di definiva maturazione. 

Questa analisi mi ha permesso di verificare e confermare che nelle colture di 

granuli cerebellari prelevate da ratti neonati si verificano, nei primi giorni 

dall’espianto, alcuni meccanismi molecolari che si hanno durante il normale 

differenziamento dei granuli di cervelletto in vivo. 
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Fig 2.3 Andamento della sintesi  dell’mRNA di  NR2B e NR2C rispetto al primo 

giorno di coltura di granuli cerebellari prelevati da ratti neonati non esposti ai campi 

elettromagnetici. 

 

A questo punto ho analizzato le possibili differenze di espressione del mRNA 

delle due subunità NR2B e NR2C nelle colture di granuli cerebellari prelevati da ratti 

che erano stati esposti ai campi elettromagnetici ELF durante la loro embriogenesi e 

nei successivi otto giorni dopo la nascita, rispetto alle cellule di controllo. 

Come mostrato in figura 2.4, per quanto riguarda l’mRNA della subunità 

NR2B ho messo in evidenza un incremento, rispetto al controllo, nei primi due giorni 

dall’espianto e un decremento dal terzo giorno in poi, che risulta massimo ad otto 

giorni di coltura. L’mRNA della subunità NR2C mostra invece un incremento per 

tutti i giorni di coltura analizzati anche se tale incremento risulta più evidente ad otto 

giorni dall’espianto. 
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Fig 2.4 Analsi, mediante Real Time RT-PCR, dell’espressione del mRNA delle 

due subunità NR2B e NR2C su colture di granuli cerebellari prelevati da ratti neonati 

esposti ai campi elettromagnetici ELF, durante la loro embriogenesi e nei primi otto  

giorni dopo la nascita.  
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Gli avanzamenti tecnologici dell’ultimo secolo hanno determinato un uso 

diffuso dell’energia elettrica, la quale causa inevitabilmente la generazione di campi 

elettrici e magnetici. L’interesse nell’investigazione degli effetti dei campi ELF 

(extremely low frequency)  sui sistemi biologici è andato crescendo negli ultimi 20 

anni dato l’aumento dell’esposizione a queste radiazioni. 

Sono state proposte alcune teorie per spiegare l’effetto dei campi ELF sul 

materiale  biologico,  ma il meccanismo d’azione non è stato ancora compreso.  

Da un punto di vista sperimentale si è visto che campi ELF anche di debole 

intensità possono, su alcuni modelli sperimentali, agire sull’omeostasi del calcio. Un 

tale fenomeno seppur verificato in diversi laboratori non trova ancora una 

giustificazione teorica in quanto l’energia che tali campi ELF trasferiscono allo ione 

è di diversi ordini di grandezza inferiore all’energia termica del sistema. Nel 1985 

Liboff e Blackman elaborarono la teoria fisicamente accettata per cui un campo 

statico in combinazione con un campo dinamico anche se di debole intensità (alla 

risonanza di ciclotrone di ioni o molecole di interesse biologico) avrebbero fornito al 

sistema biologico energia sufficiente a modificarne alcuni parametri biologici. 

Successivamente Zhadin dimostrò come tale effetto possa essere verificato in pratica 

su ioni in soluzione. 

Alcuni studi, inoltre hanno dimostrato che i campi elettromagnetici a bassa 

frequenza a 50-60 Hz  sono in grado di stimolare la rigenerazione dei nervi (Rusovan 

et al., 1992), alterare la trascrizione di alcuni mRNA (Phillips et al., 1992) e possono 

anche svolgere un ruolo sinergico nei processi cellulari  già avviati, come per 

esempio la proliferazione cellulare (Walleczeck et al., 1992; Manni et al., 2002).  

Alcuni tipi di radiazioni non ionizzanti vengono ampiamente utilizzati a scopo 

terapeutico, per esempio è stata dimostrata l’efficacia dei campi magneti pulsati nello 

stimolare il rinsaldamento di fratture ossee. Questo conferma che in determinate 

condizioni i campi elettromagneti a bassa frequenza possono influenzare i processi 

fisiologici (Basset,  1993). 

Il lavoro che ho svolto nel corso del mio dottorato di ricerca ha avuto come 

oggetto lo studio dell’interazioni fra le radiazioni elettromagnetiche (1mT, 50Hz) ed 

i granuli del cervelletto di ratto neonato. Questo modello cellulare viene ampiamente 

utilizzato, sia per lo studio delle proprietà chimiche ed elettriche dei neuroni, sia per 
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capire i meccanismi di maturazione neuronali. Una caratteristica peculiare di questo 

modello è che i meccanismi di differenziamento in vitro sono paragonabile a quelli in 

vivo (Zona et al., 1993). La maturazione del cervelletto inoltre dipende da una 

precisa sequenza di eventi (Komuro e Rakic, 1993; Vignes e collingridge, 1997), 

molti dei quali sono mediati dai recettori del glutammato, la cui espressione è 

strettamente regolata  durante le varie fasi dello sviluppo del cervelletto ( Ripellino et 

al., 1998; Komuro e Rakic, 1993). 

Questo studio è stato condotto in due fasi. In un primo momento ho analizzato 

l’effetto delle radiazioni non ionizzanti (1mT, 50Hz) su cellule prelevate dal 

cervelletto e messe in coltura, nella seconda fase dello studio sono state esposte 

direttamente le ratte gravide per l’intera durata della gestazione e successivamente 

sono stati esposti anche i ratti neonati per i primi otto giorni di vita. 

 

Studi in vitro 

 
Per lo studio in vitro ho utilizzato una serie di tecniche che mi hanno consentito 

di verificare il livello di espressione dei recettori del glutammato da vari punti di 

vista sperimentali. 

L’analisi della vitalità neuronale, eseguita mediante un test di eccitossicità da 

glutammato, ha messo in evidenza un aumento della mortalità del 30% nelle cellule 

esposte per cinque giorni ai campi elettromagnetici (50Hz, 1mT), rispetto alle cellule 

di controllo. Questa differenza viene completamente annullata dal trattamento con un 

antagonista dei recettori NMDA (Fig 1.1), indicando che l’effetto evidenziato sulla 

vitalità neuronale va attribuito ad un meccanismo che coinvolge specificatamente 

questo tipo di recettori del glutammato. 

La tecnica del pacth-clamp ha confermato che l’attività dei canali del 

glutammato viene fortemente influenzata dall’esposizione dei granuli cerebellari alle 

radiazioni non ionizzanti. Infatti, mediante questo approccio sperimentale, è stato 

evidenziato che le cellule esposte per sei giorni ai campi ELF, presentano un 

significante incremento delle correnti indotte dal Kainato rispetto alle cellule non 

esposte. Questa differenza nell’ampiezza delle correnti si mantiene anche al settimo 
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giorno di coltura, ma scompare all’ottavo, quando i granuli cerebellari raggiungono 

la loro piena maturazione (Fig.1.3). 

Il test di eccitotossicità e il Pacth clamp hanno quindi mostrato una maggiore  

attività dei recettori del glutammato nelle cellule esposte ai campi elettro-magneti 

ELF, rispetto ai controlli; questo mi ha fatto ipotizzare una precoce comparsa dei 

recettori del glutammato sulla membrana sinaptica. 

Per verificare tale ipotesi ho eseguito degli esperimenti di biologia molecolare 

allo scopo di studiare l’espressione delle subunità dei recettori ionotropici del 

glutammato. In particolare ho condotto un analisi in RT-PCR e in Western Blotting 

che mi ha permesso di rilevare i livelli di mRNA e di proteine delle subunità 

recettoriali NR1, GLUR1, GLUR2, GLUR3 e GLUR5. Tali esperimenti hanno 

evidenziato nelle cellule esposte alle radiazioni non ionizzanti, una precoce 

espressione di queste subunità rispetto alle cellule di controllo.    Infatti è noto che i 

granuli cerebellari presentano la loro massima espressione dei recettori iGLURs 

dopo otto giorni di coltura (Janssen et al., 2001), nelle  cellule esposte invece già a 

partire dal terzo giorno si evidenzia la presenza degli mRNAs e al quarto giorno delle 

proteine per le subunità analizzate (Fig.1.4 e 1.5). 

Come detto in precedenza è noto che durante la maturazione e il 

differenziamento dei granuli cerebellari si verifica un incremento della sintesi dei 

recettori del Glutammato. La precoce espressione delle subunità dei canali del 

glutammato, che si ottiene in seguito all’esposizione di questi neuroni alle radiazione 

elettromagnetiche, indica quindi che questo agente fisico è in grado di stimolare la 

loro maturazione e il loro differenziamento. 

Per confermare questi risultati, è stata analizzata l’espressione di un altro 

importante marcatore neuronale, la proteine NF-200, che fa parte della famiglia dei 

neurofilamenti, i filamenti intermedi della cellula neuronale. Esperimenti di 

immunofluorescenza indiretta su cellule esposte per cinque giorni ai campi ELF, 

hanno evidenziato un incremento della percentuale di cellule positive alla marcatura 

con un anticorpo anti-NF-200 che risulta simile alle cellule pienamente mature, in 

coltura da otto giorni (controllo positivo). L’analisi in Western Blotting conferma gli 

stessi risultati, infatti la proteina NF200 risulta maggiormente espressa nelle cellule 

esposte per quattro e cinque giorni  rispetto alle cellule non esposte (Fig.1.6).  
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Tutti questi risultati, ottenuti mediante l’utilizzo di metodiche diverse, indicano 

che i campi elettromagnetici (50Hz, 1mT) sono in grado di indurre una precoce 

maturazione dei granuli di cervelletto di ratto neonato, attivando l’espressione di 

importanti marcatori neuronali, quali i recettori del glutammato e i neurofilamenti. 

 

 

Studi in vivo 

 
Il cervelletto è un organo notevolmente complesso che continua a subire 

cambiamenti strutturali anche nel periodo postnatale. Come illustrato 

precedentemente, tali modificazioni coinvolgono soprattutto i granuli cerebellari, che 

rappresentano anche la popolazione cellulare più rappresentativa di questa parte del 

cervello.      

   Alla luce dei risultati ottenuti nello studio in vitro, che hanno messo 

chiaramente in evidenza un effetto delle radiazioni non ionizzanti sul livello di 

maturazione dei granuli cerebellari, ho ritenuto interessante studiare la possibile 

influenza di questo agente fisico sulla maturazione e il differenziamento del 

cervelletto di ratto neonato nei primissimi giorni di vita dell’animale. 

Per tale scopo sono state esposte delle ratte gravide durante l’intero periodo 

gestazionale e i ratti neonati per ulteriori otto giorni dopo la nascita. Dopo di che 

sono stati prelevati i granuli cerebellari e una volta messi in coltura ho condotto una 

serie di esperimenti confrontato il comportamento delle cellule prelevate dai ratti 

esposti con quelle prelevate da ratti non esposti. 

Come per gli esperimenti in vitro ho eseguito l’analisi della vitalità neuronale, 

mediante un test di eccitossicità da glutammato, che ha messo in evidenza nelle 

cellule prelevate da ratti esposti e trattate con una concentrazione di glutammato 100 

µM, un aumento della mortalità rispetto a quella rilevata nei campioni di controllo 

già a partire dal secondo giorno dall’espianto (Fig.2.1). 

Anche l’analisi mediante la tecnica del pacth-clamp ha confermato i risultati 

ottenuti in vitro, infatti granuli cerebellari prelevati da ratti esposti ai campi 

elettromagnetici ELF mostrano un aumento significativo delle correnti ioniche dei 

canali del kainato, rispetto alle cellule di controllo. In particolare questo incremento 
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in corrente si registra a partire dal terzo giorno di coltura dopo l’espianto, si mantiene 

al quarto giorno e scompare nei successivi giorni, quando i granuli del cervelletto 

cominciano a raggiungere la loro piena maturazione (Fig.2.2). 

Questi risultati preliminari mostravano un evidente effetto sul funzionamento 

dei recettori del glutammato nei granuli cerebellari prelevati da ratti esposti. Anche 

in questo caso come per gli studi in vitro, ho ipotizzato che i risultati riscontrati 

mediante il test di eccitossicità e l’analisi per pacth-clamp fossero direttamente 

correlati ad un effetto dei campi elettromagnetici sulla maturazione neuronale. 

Per verificare questa ipotesi ho analizzato i livelli di espressione di due 

particolari subunità del recettore NMDA, le subunità NR2B e NR2C. L’analisi  

dell’espressione di queste due subunità è particolarmente indicata per valutare lo 

stadio di differenziamento dei granuli cerebellari, in quanto, come detto in 

precedenza,  durante il differenziamento di questi neuroni, nel periodo postnatale, i 

recettori NMDA cambiano la loro composizione; infatti l’espressione della subunità  

NR2B diminuisce mentre aumenta quella della subunità NR2C (Watanabe et al, 

1994; Farrant et al, 1994; Monyer et al, 1994). Tale andamento è stato confermato 

nei miei esperimenti di Real Time RT-PCR su cellule prelevate da ratti non esposti, 

come mostrato in figura 2.3. A questo punto ho eseguito ulteriori esperimenti in Real 

Time RT-PCR  che hanno mostrato un incremento del mRNA della subunità NR2B, 

nelle cellule prelevate da ratti esposti, rispetto ai controlli; questo andamento si 

osserva nei primi due giorni dall’espianto. Dal terzo giorno in poi si ha un  

decremento, che risulta massimo ad otto giorni di coltura. L’mRNA della subunità 

NR2C mostra invece un incremento per tutti i giorni di coltura analizzati anche se 

tale incremento risulta più evidente ad otto giorni dall’espianto. 

Quindi nei granuli cerebellari prelevati da ratti esposti l’andamento 

dell’espressione delle due subunità NR2B e NR2C cambia significativamente 

rispetto alle cellule di controllo ed in particolare risulta maggiormente marcato il 

passaggio dall’espressione di NR2B a quella di NR2C.  

Questi risultati confermano la capacità dei campi elettromagnetici (50Hz, 1mT) 

di stimolare il differenziamento dei granuli cerebellari. 
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CONCLUSIONI 

 
I risultati ottenuti durante il mio dottorato di ricerca e illustrati in questa tesi, 

evidenziano un chiaro effetto dei campi elettro-magnetici di frequenza 50Hz ed 

intensità 1 mT, sulla maturazione e il differenziamento dei granuli cerebellari di ratto 

neonato  in esperimenti condotti sia in vitro, che in vivo. In particolare tale agente 

fisico è risultato capace di indurre una precoce maturazione di questo tipo di neuroni. 

Il meccanismo di interazione tra i campi elettro-magnetici ELF e i granuli 

cerebellari non è ancora noto. Nel nostro laboratorio sono attualmente in corso degli 

esperimenti che hanno proprio lo scopo di comprendere, sia a livello biochimico che 

molecolare, le dinamiche del processo di induzione del differenziamento neuronale, 

osservato nei campioni esposti. 

I risultati illustrati aprono la possibilità di utilizzare i campi elettro-magnetici a 

bassa frequenza, per la loro capacità differenziativa, nel trattamento di alcuni 

patologie neuronali, in particolare quelle in cui si verifica una perdita massiccia di 

neuroni. Prima di definire un possibile protocollo terapeutico, sono necessarie 

tuttavia ulteriore indagini sperimentali, anche su altri modelli neuronali, quali per 

esempio le cellule staminali murine. 
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MATERIALI 

 

 

COLTURE PRIMARIE DI GRANULI CEREBELLARI 

 

      Origine                                                         Descrizione 

 

Rattus norvegicus 

 

 

 
 
 
 

TERRENO DI COLTURA  

 

BME                                                (Gibco)                                  

FCS 10%                                         (Gibco)                                                   

L-glutammina 2 mM                       (Gibco)             

Gentamicina 100µg/ml                    (Gibco)          

KCl 2mM                                        (Sigma)              

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Colture primarie ottenute dalla dissociazione 

del cervelletto di ratti (Wistar) otto giorni 

dopo la nascita. Secondo la procedura 

descritta da Levi et al.(1984). 
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TAMPONI E SOLUZIONI 

 

Test di eccitossicità 

 

Soluzione di Locke             

 

 

 

 

Soluzione di lisi 

 

 

 

 

Patch clamp 

 

Soluzionedi riempimento 
degli elettrodi 
 

 

 

Soluzione sperimentale 

 

 

 

 

Elettroforesi gel di Agarosio 

 

Gel di Agarosio 

 

 

 

TBE 0.5X (Invitrogen.) 

Agarosio (Invitrogen)                               
H20 distillata

154 mM NaCL, 5.6 mM KCL, 3.6 mM NaHCO3 , 2.3 mM 

CaCL2, 1.0 mM MgCL2, 5.6 mM glucoso, 10 mM 

HEPES, pH 7.4 

 

0.5%  ethylhexadecyldimethylammonio bromide, 0.28% 

acido acetico,  0.5% Triton X-100, 3mM NaCl, 2mM 

MgCl2, in PBS pH 7.4 diluito 1/10 

130mM NaCl, 3mM KCl, 1.5mM CaCl2, 

10mM TEA, 6mM D-glucosio,  10mM 

HEPES,  pH 7.3 

140mM CsCl, 1mM EGTA, 10mM HEPES, 

6mM D-glucose, pH 7.3. 
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La quantità di Agarosio da utilizzare varia in relazione alla concentrazione che si 

vuole ottenere. Solitamente sono stati preparati gel 1%: 1gr in 100ml TBE 0.5%.  

 

Bromuro d'Etidio (Sigma.)                                                                         10mg/ml        

 

Colorante per DNA (6X) 

 

 

 

 

Estrazione RNA  

 

Trizol Reagent  (Invitrogen)                             1ml per 5X106   cellule. 

Cloroformio  (Merck)                            0,2 ml per 1ml di Trizol. 
Isopropanolo  (MP Biomedicals)                      0,5 ml per 1ml di Trizol. 

Etanolo 75% in H20 distillata  (Merck)            1 ml per 1ml di Trizol. 

 

 

Estrazione proteica  

 

Soluzione di lisi                                              

(100µl 1ml per 5X106  cellule). 

Tris/HCl (BRL.)  pH 8                                                        50mM 

NaCl  (Merck)                                                                     150mM 

EDTA (Sigma)                                                                    0.5 mM 

EGTA  (Sigma)                                                                   0.1 % mM 

Glicerolo(Merck)                                                           10 % 

NP-40 (Sigma)                                                                     1%  

PMSF: Phenylmethyllsulfonyl fluoride                                1%  

 

 

Blu di Bromofenolo (Biorad)                 0,25% 

Xylene Cianolo (Kodak)                         0,25% 

Glicerolo (Sigma)                                    30% 

H20 distillata                                           (a volume) 
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Western Blotting 

Gel Poliacrilamide in SDS 

Resolving gel 

 

H20 distillata 

30% Acrilammide mix (29:1) (Biorad) 

1.5M Tris (pH 8.8) (BRL) 

10% SDS (Biorad) 

10% Ammonio Persolfato(Biorad) 

TEMED (Biorad) 

 

 

I volumi relativi di H20 e Acrilammide variano a seconda della percentuale del 

gel che si vuole preparare. Tale percentuale dipende dal peso molecolare della 

proteina da separare. 

 

Running Buffer 

 
Tris-glicina SDS 10%-Running buffer (1X) (Invitrogen) 

 

Transfer Buffer 

 

Tris glicina (1X) (Invitrogen) 

20% MeOH  (Carlo Erba Reagenti)   

H20 distillata 

 

 

 

 

 

Stacking gel 

 

H20 distillata 

30% Acrilammide mix(29:1) (Biorad) 

1.5M Tris (pH 6.8) (BRL) 

10% SDS (Biorad) 

10% Ammonio Persolfato (Biorad) 

TEMED (Biorad) 
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SDS-Gel Loading Buffer (5X) (Laemmli buffer) 

 

Tris HCl (pH 6.8) (BRL)                        250 mM 

SDS  (Biorad)                                         10% 

Blu di Bromofenolo  (BioRad)               tracce                           

β-Mercaptoetanolo  (Sigma)                   0,7N                        

Glicerolo (Sigma)                                   50% 

 

Immunoblotting 

 

Soluzione per il blocking:  

 

5% Blotto-non fat dry milk (Santa Cruz Biotechnology)  

 

 

Soluzione di lavaggio 

 (TBST 1X) pH 7,4 

 

 

 

 

 

 

Soluzione Anticorpo Primario     

 

 

 

 

 

 

 

4% Blotto-non fat dry milk (Santa Cruz Biotechnology)  

 

Tris-HCl (BRL)                                 50mM 

EDTA (Sigma)                                    5mM 

NaCl  (Merck)                                 150mM 

Tween Twenty (Sigma)                       0,1% 

H20                                                          (a volume) 
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Anticorpo I  Ditta Diluizione 

anti-NR1 Sigma. 1:2000 

anti-GluR1 Sigma 1:100 

anti-GluR2/3, Sigma 1.200 

anti-GluR5 Sigma 1:200 

anti-NF-200 Sigma 1.200 

Anti-β Actina Sigma 1:6000 

 

 

Soluzione Anticorpo Secondario 

 

 

Anticorpo II (Ig biotinilato) Ditta Diluizione 

anti-Mouse Amersham B. 1.5000 

anti-Rabbit Amersham B. 1:5000 

 

 

 

Soluzione Reagente Terziario         

 

 

 

 

 

Luminolo 

 

 

 

 

 

 

4% Blotto-non fat dry milk  (Santa CruzBiotechnology) 

Streptavidin Horseradish Peroxidase 

(Amersham Biosciences)  

Diluizione 1:2000 

 

ECL Western Blotting analysis system 

(Amersham Biosciences) 

Soluzioni 1 e 2  (1:1) 
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Soluzioni di sviluppo e fissaggio               

della lastra fotografica                                (Merck) 

 

 

Immunofluorescenza  

 

Soluzione di fissaggio                                Paraformaldeide (4%) in PBS 

 

 

Soluzione di lavaggio                                 PBS 1X (pbi International) 

 

Soluzione di  

permeabilizzazione membrane                   

 

Soluzione marcatura neurofilamenti          

 

 

Soluzione Marcatore Nuclei 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anti-NF200 (Sigma) 

Diluizione 1:1000 in PBS 1X 

Hoechst (Sigma) 

Diluizione 1:8000 in PBS 1X 

 

Triton X-100 (0.1%) (Sigma)  
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METODI 

 
 

COLTURA DEI GRANULI CEREBELLARI 

 

Le colture primarie di granuli cerebellari sono state ottenute dalla dissociazione del 

cervelletto di ratti (Wistar) otto giorni dopo la nascita. Le cellule sono state piastrate 

ad una densità di 3,5x 105 cellule/cm2 su piastre petri (Nunc) da 35 o 92 mm, 

precedentemente ricoperte da poly l-lysina (10µg/ml) per 30’ a RT. La proliferazione 

delle cellule non neuronali è stata bloccata aggiungendo al mezzo di coltura 10µM di 

cytosine arabinoside (AraC), 18 ore dopo il piastramento. 

 

SISTEMA ESPOSITIVO IN VITRO 

Le cellule sono state esposte ad un campo elettromagnetico sinusoidale di 50 

Hz, secondo protocolli con tempi variabili, che vanno dalle 24 ore ai 7 giorni, , ad 

una densità di flusso di 1 mT (rms), in un solenoide inserito all’interno di un 

icubatore per cellule appropriatamente ventilato e con atmosfera al 5% di CO2.  La 

temperatura era mantenuta costante a 37±0.3°C, e continuamente controllata 

mediante un termometro Hanna HI 9274 OC.  I campioni di controllo sono stati 

collocati in un secondo incubatore dello stesso tipo di quello contenente il solenoide 

e nelle stesse condizioni sperimentali di temperatura, umidità e CO2. Tutti gli 

esperimenti sono stati condotti alla cieca. 

Il solenoide utilizzato in questo lavoro di tesi è già stato ampiamente descritto 

in precedenti pubblicazioni (Santoro et al, 1997; Lisi et al, 2000; Lisi et al, 2005).  Il 

corpo principale del solenoide consiste in un cilindro di asbesto spesso 2 cm, avente 

diametro di 20 cm ed un’altezza di 40 cm.   E’ costituito da 1200 spire di filo di rame 

di 2 mm di diametro avvolte intorno al cilindro di asbesto in tre strati, procedendo in 

continuità da un’estremità all’altra per tre volte avanti e indietro. L’intensità di 

campo è stata generata da un autotrasformatore variabile generante un flusso di 

densità di 1 mT (rms) per un voltaggio applicato pari a 12 Volts (rms). Il solenoide, 

come precedentemente detto, è stato posto in un incubatore per cellule munito di un 
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ventilatore per un’appropriata circolazione dell’aria. Il modesto riscaldamento 

dovuto all’effetto Joule  è stato  quindi efficientemente disperso grazie all’azione 

della  continua ventilazione forzata nella massa totale dell’incubatore a CO2. Poiché 

una lunga permanenza a temperature più alte di quella fisiologica induce in genere 

nei campioni esposti la sintesi delle proteine da stress termico denominate Heat 

Shock Proteins (HSP), è stata effettuato un Western Blotting per la proteina da shock 

termico HSP-70 sia sulle cellule esposte che su quelle di controllo. Questo 

esperimento non ha mostrato differenze di espressione della HSP-70 nei due tipi di 

campioni, suggerendo che le cellule esposte non vanno incontro ad uno stress indotto 

da un aumento della temperatura. L’intensità del campo (B),  misurata con una sonda 

Hall, rimaneva entro il 5% del valore centrale del volume cilindrico di esposizione, 

che era di 11 cm x 17 cm lungo l’asse del solenoide. Il campo geomagnetico 

ambientale misurato era di 32 µT per la componente verticale e 16 µT per la 

componente orizzontale. I campi ambientali sporadici erano al di sotto di 0.1 µT 

 

SISTEMA ESPOSITIVO IN VIVO 

 

Gli esperimenti in vivo sono stati eseguiti esponendo le ratte gravide per tutto il 

periodo della gestazione fino ad otto giorni dopo la nascita ad un campo 

elettromagnetico di frequenza 50Hz e intensità 1mT.  Il solenoide utilizzato consiste 

in un cilindro di 2 cm, avente diametro di 40 cm e lunghezza di 86 cm.  E’ costituito 

da 860 spire di filo di rame di 1mm di diametro, avvolte intorno al cilindro in unico 

strato, procedendo in continuità da un’estremità all’altra. L’intensità di campo di è 

stata prodotta da un autotrasformatore variabile generante un flusso di densità di 1 

mT (rms) per un voltaggio applicato pari a 32 Volts (rms). 

Il solenoide è stato posto in una stanza a temperatura controllata (temperatura 

ambientale) e le ratte gravide sono state posizionate al centro del solenoide, dove il 

campo elettromagnetico misurato è uniforme. Le ratte gravide usate come controllo 

sono state posizionate nella stessa stanza ad una distanza dal solenoide tale da non 

registrare nessun segnale elettromagnetico. 
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TEST DI ECCITOSSICITA E VITALITA NEURONALE 

 

Dopo cinque giorni di coltura in presenza o meno dei campi magnetici le cellule sono 

state lavate con tampone di locke e incubate per 30 minuti a RT con 100µM di Mg2+  

in tampone di locke. Successivamente le cellule sono state lavate in tampone di 

locke, è stato aggiunto il loro terreno di crescita e sono state riposizionate 

nell’incubatore. Dopo 18 ore sono stati contati i nuclei intatti secondo il metodo 

descritto da Soto and Sonnenchein (1985), e modificato per i granuli cerebellari da 

Volontè et al. (1994). Le cellule venivano trattate con una soluzione di lisi, dopo 2 

minuti, le cellule  formavano una sospensione omogenea che veniva trasferita in un 

eppendorf e i nuclei intatti venivano contati. In tutti gli esperimenti, il 100% di 

sopravvivenza cellulare era riferito ai campioni non trattati con glutammato. 

 

PATCH CLAMP  

 

Gli elettrodi per il Patch-clamp sono costituiti da tubi capillari. Gli eletrodi erano 

riempiti con soluzioni appropriate (vedi materiali) e avevano una resistenza di  4 

MΩ. Le correnti sono state registrate a temperature ambiente usando un 

amplificatore voltage-clamp (Axopatch 1D, Axon Instruments). Il segnale di corrente 

veniva filtrato a 2KHz, registrato a 10 KHz e salvato sul l’hard disc. I Dati sono stati 

analizzati il pClamp 6 software (Axon Instruments) ed Origin (Microcal) software. 

Le varie soluzioni venivano applicate per gravità mediante piccoli tubi (con diametro 

< 1 mm).  

 

ESTRAZIONE RNA  

 

Il reagente Trizol (Invitrogen) è una soluzione monofasica di fenolo e 

guanidina isotiocianato che permette di isolare l’RNA totale da cellule e tessuti. 

Durante l’omogenizzazione e lisi del campione, il Trizol mantiene l’integrità 

dell’RNA distruggendo le cellule e dissolvendo le componenti cellulari. L’addizione 

di Cloroformio seguito da centrifugazione, separa la soluzione in una fase acquosa ed 

un fase organica. L’RNA si trova esclusivamente nella fase acquosa.   
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Il protocollo prevede quatto fasi: 

 

1. SEPARAZIONE DELLE FASI 

• sciacquare la piastra con PBS 

• trasferire 1ml di Trizol nella piastra e incubare per 5 minuti a RT per 

consentire la completa dissociazione dei complessi nucleoproteici   

• aggiungere 0,2ml di Cloroformio (per 1ml di Trizol) e agitare vigorosomante 

i tubi eppendorf  per 15 secondi e incubare per 3 minuti a RT 

• centrifugare i campioni a non più di 12000 x g per 15 minuti a 2-8 °C 

2.  PRECIPITAZIONE DELL’RNA 

• i campioni vengono separati in tre fasi, una rossa inferiore (fase fenolo-

cloroformio), una intermedia ed una superiore acquosa che contiene l’RNA. 

Trasferire la fase acquosa in tubi puliti. 

• precipitare l'RNA con 0,5ml Isopropanolo (per 1ml Trizol),agitare i tubi e 

incubare per 10 minuti a RT 

• centrifugare a non più di 12000 x g per 10 minuti a 2-8 °C 

3. LAVAGGIO DELL’RNA 

• rimuovere il sopranatante e lavare l'RNA pellet con 1ml Etanolo 75% in H20 

MilliQ (per 1ml Trizol) 

• vortexare, centrifugare a 7500 x g per 5 minuti a 2-8 °C 

4. RISOSPENSIONE DELL’ RNA 

• togliere l'Etanolo e far asciugrare il pellet all'aria per 5-10 minuti tenendo le 

eppendorf in ghiaccio 

• aggiungere 50µl H20 MilliQ  

• effettuare le letture delle assorbanze a 260nm in cuvetta di quarzo  

utilizzando lo spettrofotometro GeneQuantPro (Amersham Biosciences) 

• conservare a –20°C 
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TRASCRIZIONE INVERSA DELL’RNA 

 

La reazione di trascrizione inversa permette di ottenere dall’RNA di origine 

cellulare il cDNA corrispondente. 

Il sistema utilizzato è stato quello della Trascrittasi Inversa Im Prom-II 

(Promega. Madison, WI) ed il protocollo prevede una reazione che si svolge in 

quattro fasi: 

 

La fase di Incubazione iniziale si svolge in un volume di 10µl e prevede i 

seguenti reagenti: 

 
Random Primers                                         0,5mg/ml                                                                         

RNA                                                           1µg 

H20 distillata                                               (a volume) 

 

Le successive tre fasi si svolgono aggiungendo al volume precedente i seguenti 

reagenti (volume finale di 20µl):  

MgCl2 25mM                                                  4µl 

Im Prom-II 5X Reaction Buffer                      4µl                               

dNTP Mix 10mM                                           1µl 

Im Prom-II Reverse Transcriptase                  1µl                    

Inibitore di RNasi                                            40u/µl  

 

 

 

Fasi Temperatura Durata 

Incubazione iniziale 70°C 5 minuti 

Incubazione 25°C 5 minuti 

Trascrizione inversa 42°C 60 minuti 

Inattivazione enzima 70°C 10 minuti 
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AMPLIFICAZIONE DEL DNA MEDIANTE PCR CLASSICA 

 
La PCR (Polymerase Chain Reaction) è una tecnica mediante la quale è 

possibile amplificare un frammento di DNA attraverso l’utilizzo di specifici inneschi. 

Questa tecnica è stata utilizzata per amplificare i cDNA ottenuti dalla reazione di 

trascrizione inversa dell’RNA estratto dai granuli cerebellari negli esperimenti in 

vitro. I geni analizzati sono di seguito elencati: 

 

• NR1: Subunità del recettore ionotropico NMDA 

• GLUR1: Subunità del recettore ionotropico AMPA 

• GLUR2: Subunità del recettore ionotropico AMPA 

• GLUR3: Subunità del recettore ionotropico AMPA 

• GLUR5: : Subunità del recettore ionotropico kainato 

• Β-ACTINA: β-Actina citoscheletrica 

• 18S: Rna ribosomale  
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Sequenze usate per RT-PCR 
 
 
  Target           Primer                         Annealing                        Accession 
                                  sequence                      temperature(C°)             number 
 
    NR1       5'-tacactgccaacttggcagctttc-3'                58                         U11418 
                   5'-catgaagacccctgccatgtt-3' 
   
    GluR1    5'-gcttcatggacattgactta-3'             58                         M36418  
                   5'-atctcaagtcggtaggagta-3' 
 
    GluR2    5'-attgtagactacgatgattc-3'                       58                         M39419 
                   5'-aatagtcagcttgtacttga-3' 
 
    GluR3    5'-aaacgatacttgattgactg-3'                      58                         M36420          
                   5'-gctgatttgttgatctgaga-3' 
 
    GluR5    5'-agtgccatcgacataagccat-3'                   54                         M83560 
                   5'-atccgtcatgttcagccca-3' 
 
     Act       5'-agcaagagaggtatcctgacc-3'                   62                         NM007393 
                  5'-gccaatagtgatgacctggcc-3' 
 
     18S       5'-tttcggaactgaggccatgattaag-3'              62                         X00686  
                  5'-agtttcagctttgcaaccatactcc-3' 
                  
                
 
 
 

Il sistema utilizzato è stato quello della Taq Polimerasi (Amersham 

Biosciences) ed il protocollo prevede una reazione che si svolge in tre fasi:  

 
Fasi Temperatura Durata N° cicli 

Denaturazione iniziale 94°C 2 minuti 1 

Denaturazione 

Appaiamento 

Estensione 

94°C 

60°C 

72°C 

30 secondi 

30 secondi 

30 secondi 

x cicli 

Estensione finale 72°C 7 minuti 1 
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La reazione  avviene in un volume finale di 50 µl  e i reagenti utilizzati sono i 

seguenti:  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

AMPLIFICAZIONE DEL DNA MEDIANTE PCR REAL TIME 
 

La PCR real-time, denominata anche PCR quantitativa o PCR quantitativa in 

tempo reale (rtq-PCR), è un metodo di amplificazione (PCR) e quantificazione 

simultanee del DNA. 

Il DNA è amplificato da reazioni a catena della DNA-polimerasi. Dopo ogni 

turno di amplificazione, il DNA è quantificato. I metodi comuni di quantificazione 

includono l'uso delle colorazioni fluorescenti (Sybr green) che intercalano con il 

DNA doppio-filamento (ds) e gli oligonucleotidi modificati del DNA (denominati 

sonde) che sono flourescenti una volta ibridati con un DNA.  

Questa tecnica è stata utilizzata per amplificare i cDNA ottenuti dalla reazione 

di trascrizione inversa dell’RNA estratto dai granuli cerebellari negli esperimenti in 

vivo. I geni analizzati sono di seguito elencati: 

• NR2B: Subunità del recettore ionotropico NMDA 

• NR2C: Subunità del recettore ionotropico NMDA 

• GAPDH: gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi (gene normalizzatore) 

 

 

 

PCR buffer (10X)                                     5µl 

dATP  100mM                                          0,1µl   

dTTP   100mM                                         0,1µl       

dGTP  100mM                                          0,1µl 

dCTP  100mM                                          0,1µl 

Oligo up                                                   20pmol 

Oligo down                                              20 pmol 

Taq DNA Polimerasi 5Ku                        0,3µl 
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Sequenze usate per RT-PCR Real Time 
 

Target           Primer                                        Annealing                        
                      sequence                                     temperature(C°)              
 
    NR2B       5'-tgagcatctgttctattggca-3'                     60                 
                     5'-tggcgctcctctatggcta-3' 
   
    NR2C    5'-cctggtctactggaaacttc-3'               60                       
                   5'-gggactcggaaggctctg-3' 
 
    GAPDH    5'-caccaccaactgcttagcc-3'                      60                        
                     5'-ggatgcagggatgatgttct-3' 

 

 

 

Gli esperimenti sono stati condotti utilazzando il sybr green come fluoroforo che 

intercalandosi alle doppie eliche di DNA, man mano che vengono sintetizzate, 

permette la quantificazione del cDNA di partenza. I dati sono stati analizzati usando 

l’equazione descritta da livak et al.(2001), secondo la quale la quantità di cDNA del 

campione trattato rispetto a quello non trattato è uguale a  2-∆∆Ct.  

Dove: 

∆Ct = (Ct del gene target –Ct del gene normalizzatore GAPDH) 

∆∆Ct = (∆Ct del campione trattato –∆Ct del campione non trattato) 

Per esempio se il ∆Ct del campione trattato è 2 e quello del campione non trattato è 

3, avremo: 

 ∆∆Ct = 3-4= -1  

2-∆∆Ct  = 2  1= 2     

Questo valore indica che il cDNA di partenza del campione trattato era il doppio 

rispetto a quello non trattato. 

Prima di poter usare l’equazione ∆∆Ct per la quantificazione dei cDNA di nostro 

interesse, abbiamo eseguito un esperimento di taratura per verificare che l’efficienza 
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di retrotrascrizione dei geni target e del gene normalizzatore erano paragonabili. Le 

PCR Real sono state condotte usando Sybr Green I Master mix (Applied Biosystems) 

con lo strumento ABI PRISMTM 7000 Sequence Detection System. Ogni reazione 

veniva condotta in triplicato utilizzando 0,5 µl di cDNA e 250nM di primers in un 

volume di 25 µl.  

 

I parametri di PCR sono i seguenti: 

Fasi Temperatura Durata N° cicli 

Attivazione della DNA 
polimerasi 

95°C 2 minuti 1 

Denaturazione 

Appaiamento  
allungamento 

 

95°C 

60°C 

 

 

15 secondi 

1 secondi 

 

40 cicli 

 

 

ESTRAZIONE PROTEICA  

 

Il protocollo utilizzato è il seguente: 

 

• Togliere il terreno di coltura dalle piastre petri 92 mm 

• Eseguire 2 lavaggi in PBS 1X 

• Trasferire 200 µl di soluzione di lisi su ogni piastra e raccogliere il lisato con 

uno “screaper”  

• Trasferire il lisato di ogni piastra in  eppendorf  e lasciare 10 minuti in 

ghiaccio 

• Centrifugare a 10000 x g per 10 minuti a 4° C 

• Prelevare il surnatante e trasferirlo in una nuova eppendorf 
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SDS-PAGE 

 

L’elettroforesi è il processo per cui molecole cariche si separano in un campo 

elettrico a causa delle loro diverse  mobilità. I fattori che influenzano la mobilità di 

una molecola in un campo elettrico sono la sua carica, il gradiente di voltaggio del 

campo elettrico e la resistenza di attrito del mezzo di supporto che ne contrasta il 

movimento. 

Le proteine hanno una carica netta a qualunque pH diverso dal loro punto 

isolelettrico pI, quindi quando poste in un campo elettrico, migreranno verso 

l’elettrodo di carica opposta.  

Per semplificare l’analisi di una miscela di proteine è possibile fare in modo 

che la separazione si basi soltanto sulle dimensioni delle catene polipeptidiche. 

Questo si ottiene denaturando le proteine, in presenza di β-Mercaptoetanolo, agente 

riducente che rompe il legami disofuro, del detergente Sodio Dodecil Solfato (SDS). 

Poiché ogni molecola di SDS ha due cariche negative ai valori di pH usati per 

l’elettroforesi, la carica netta delle catene polipeptidiche sarà negativa. Inoltre, il 

rapporto carica/massa sarà essenzialmente identico per proteine diverse poiché il 

rivestimento di SDS domina la carica. 

Per questa metodica viene utilizzato un gel discontinuo di poliacrilammide, 

costituito da due parti: stacking gel al 5%, che permette di compattare le proteine 

prima della separazione attraverso il resolving gel, che può essere a diverse 

percentuali a seconda del peso molecolare della proteina da separare. 

Come marcatore di peso molecolare viene utilizzata una miscela commerciale 

di proteine a peso molecolare noto (Invitrogen): 250, 148, 93, 64, 50, 36, 22, 16, 6, 4 

kDa. 

 

WESTERN BOLOTTING  (Immunoblotting) 

 

Il Western blotting si utilizza per rilevare e quantificare proteine che 

reagiscono con un anticorpo specifico. Si esegue la frazione delle proteine di un 

campione in SDS-PAGE. Il gel viene rimosso e steso su un filtro di nitrocellulosa. Si 

usa uno spessore di un materiale poroso per tenere insieme gel e membrana  come un 
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sandwich. Un campo elettrico trasversale forza le proteine a migrare fuori dal gel 

sulla membrana di nitrocellulosa alla quale aderiscono. Poiché sulla membrana 

rimangono dei siti liberi, essa viene rivestita con una miscela di proteine non 

specifica per bloccarli. A questo  fine vengono usati generalmente la BSA (Bovin 

Serum Albumin) o il latte. Il metodo comunemente utilizzato si avvale dell’utilizzo di 

due anticorpi: 

 

- Ab I, lega la proteina d’interesse 

- Ab II, lega il frammento cristallizzabile (Fc) dell’Ab I (Ninfa & Ballou, 

2000). 

 

Durante la mia tesi è stato utilizzato un anticorpo secondario legato alla 

Biotina; questa reagisce con la Streptavidina del reagente terziario, Streptavidin 

Horseradish Peroxidaese-HRP. La perossidasi catalizza l’ossidazione del Luminolo 

in condizioni alcaline. Una volta ossidato il Luminolo si trova in uno stato eccitato 

che decade al livello base con emissione di luce. La massima emissione di luce è ad 

un lunghezza d’onda di 428 nm e questo permette di impressionare una lastra 

fotografica sensibile alla luce blu (ECL Western Blotting detection reagents and 

analysis systems; Amersham Biosciences).  

Le proteine, trasferite su filtro di nitrocellulosa tamite elettro-blotting, e trattate 

per Immunoblotting sono le seguenti: 

 

• NR1: Subunità del recettore ionotropico NMDA 

• GLUR1: Subunità del recettore ionotropico AMPA 

• GLUR2/3: Subunità del recettore ionotropico AMPA 

• GLUR5: Subunità del recettore ionotropico kainato 

• NF-200: Neurofilamenti, filamenti intermedi specifici delle cellule 

neuronali. 

• β-ACTINA: β-Actina citoscheletrica 

 

Il protocollo utilizzato è il seguente: 

• blocking in latte 5% in H20 per 1 ora 
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• incubare il filtro di nitrocellulosa in 10 ml di soluzione con anticorpo 

primario diluito in milk 4 % (diluizione e tempo di incubazione variabili a 

seconda dell’anticorpo) 

• eseguire 3 lavaggi in TBST 1X di 5 minuti ciascuno 

• incubare il filtro in 10 ml di soluzione anticorpo secondario (Ig-biotinilato) 

per 35 minuti 

• eseguire 3 lavaggi in TBST 1X di 5 minuti ciascuno 

• incubare il filtro in 10 ml di soluzione con reagente terziario (Streptavidin 

Horseradish Peroxidase) per 45 minuti.  

• eseguire 3 lavaggi in TBST 1X di 5 minuti ciascuno 

• immergere il filtro nel luminolo (4ml soluzione 1 e 4 ml soluzione 2) e 

lasciare 1 minuto 

• impressione su lastra fotografica (Hyperfilm ECL-Amersham Biosciences),  

sviluppo e fissaggio della stessa. 

 

IMMUNOFLUORESCENZA INDIRETTA 

 

Le cellule sono state fatte crescere su vetrini porta oggetto da 13mm 

polilisinate di diametro posti in multiwell da quattro pozzetti per cinque giorni in 

presenza o meno del campo magnetico.  

Al termine dei cinque giorni di esposizione le cellule è stata analizzata la 

distribuzione dei neurofilamenti mediante immunofluorescenza indiretta. 

L’acquisizione delle immagini è stata effettuata con microscopio Olympus IX51 

equipaggiato con una telecamera RT Slider SPOT (Diagnostic instruments. Inc. 6540 

Bourroughs- Sterling Height, MI 48314-2133). 

 

Il protocollo utilizzato è il seguente: 

• Eseguire 2 lavaggi in PBS 1X  

• Trasferire 500µl di Paraformaldeide al 4% in PBS e lasciare 15 minuti 

(fissaggio delle cellule ai vetrini) 

• Eseguire 2 lavaggi in PBS  
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• Trasferire 1ml Triton 0,1% in PBS in ogni pozzetto e lasciare 8 minuti 

(permeabilizzazione della membrana) 

• Eseguire 3 lavaggi in PBS 1X 

• Marcare le cellule con l’anticorpo primario anti-NF200  (1:1000 in PBS 1X) 

per 1 ora al buio 

• Effettuare 3 lavaggi in PBS 1X  

• Incubare le cellule con l’anticorpo secondario anti-mouse (1.2000) legato al 

fluoroforo rodamina. 

• Trasferire 500µl  di soluzione contenente il marcatore dei nuclei HOECHST 

(1:8000 in H20 distillata) e lasciare 2 minuti 

• Eseguire 3 lavaggi in PBS 1X 

• Prelevare i vetrini, asciugarli e posizionarli, capovolti, su vetrini porta oggetto 

su gocce di glicerolo  

• Lasciar condensare a +4°C  

• Fissare il bordo del vetrino con smalto  
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