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Abstract  
Una radiazione nell'area del mediastino  puó determinare alterazioni 

cardiache nei pazienti sottoposti a radioterapia. Ad oggi, per questi 

pazienti, non si conosce ancora la dosa di radiazione necessaria minima per 

il cuore, in quanto una radiazione puo determinare alterazioni nella 

contrattilità, ed in particolare determinare danno ai singoli cardiomiciti e 

alle sue componenti subcellulari. Una radiazione per definizione,  determia 

un amento della produzione di radicali liberi dell’ossigeno ROS in pochi 

minuti dall'evento acuto , in maniera diretta se interagisce direttamente sul 

DNA, che in maniera indiretta interagendo con le proteine cellulari. Una 

quota di questi  radicali sono fisiologicamente prodotti dai mitocondri per 

generare ATP, che in particolare nel cardiomiocita svolgono un ruolo 

cardine per fornire energia sufficiente alla forza contrattile . I ROS nella 

cellula fungono un ruolo di secondi messageri, ed in particolare essi 

determinano la regolazione di moltre proteine , una di queste e GRK2.  

GRK2 È una proteina ubiquitaria che appare essere sensibile alle risposte 

dello stress cellulare attraverso l’interazione con diverse chaperonine, come 

HSP90. Tuttavia il ruolo di GRK2 non è ancora chiaro in risposta allo 

stress. Per valutare il ruolo di GRK2 sulle risposte allo stress da X –Ray  

nel cuore  abbiamo esposto a singoli  radiazioni  i topi  C57BL / J6 ed  

abbiamo eseguito una valutazione  ecocardiografia transtoracica a 3 e 24 

ore dopo la radiazione per valutare la funzione cardiaca. L'ecocardiografia 

ha mostrato che a 3 ore dopo la radiazione la  camera ventricolare sinistra  

era dilatata  e la funzione di eiezione (EF%) e le frazioni accorciamento 

(FS%) erano  ridotte in risposta acuta allo stress rispetto a sham. A 24 ore 

dalla radiazione la funzionalita cardiaca era recuperata. L’ Analisi di 

Wester Blot sui  cuori dopo l'irradiazione ha mostrato una diversa 
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localizzazione subcellulare di GRK2 a 3 e 24 ore. Inoltre la localizzazione 

subcellulare di GRK2 è stata valutata anche su cellule e successivamente 

abbiamo valutato la morfologia mitocondriale tramite TEM e la 

funzionalità mitocondriale. A 3 ore da irradiazione abbiamo osservato che 

GRK2 è localizzata principalmente nelle membrane ed è ridotta nei 

mitocondri, e con una consequente riduzione della massa mitocondriale e 

quindi un amento di ROS,  mentre le immagini di miscroscopia mostrano 

alterazioni mitocondriale  con mitocondri  vacuolizzati. Ad 8 ore dalla 

radiazione, abbiamo osservato che GRK2 si accumula nel  mitocondriale ed 

il  fenotipo mitocondriale e la funzione viene recuperato. Per capire se la 

localizzazione  di GRK2 è essenziale per la risposta mitocondriale dopo 

irradiazione, abbiamo regolato i livelli di GRK2 tramite  (Si-RNA) ed 

overespressione (pc-DNA-GRK2). 3 dopo dalla radiazione in cellule con 

overespressione di GRK2, non abbiamo valutato modifiche nella 

morfologia mitocondriale e nella funzione mitocondriale. Al contrario il 

silenziamento di GRK2 mostra una riduzione della massa mitocondrialea 3 

ed 8 ore , così come la produzione di ROS mitocondriali che risultato 

essere aumentati a a 3 e 8 ore dopo l'esposizione. Questi dati suggeriscono 

che la localizzazione subcellulare di GRK2 è regolata in modo dipendente 

dal tempo in risposta allo stress radiazioni, ed è associata con la modifica 

della funzione mitocondriale e nella regolazione del quality control 

mitocondriale.  

  



3 
 

Introduzione  
Le malattie cardiovascolari e il cancro sono le due principali cause di 

mortalità e morbidità nel mondo occidentale (1). Mentre queste condizioni 

sono generalmente studiate separatamente, recenti studi epidemiologici 

condotti in pazienti in trattamento per radioterapia (RT) (2, 3), hanno 

evidenziato un aumento del rischio cardiovascolare (CV), dove la morbilità 

cardiovascolare può avvenire entro mesi o anni dopo l'esposizione iniziale 

alle radiazioni ionizzanti (IR) (4).Infatti, malattie neoplastiche, come il 

linfoma di Hodgkin (HL) o il carcinoma della mammella, in cui i pazienti 

sono generalmente sottoposti a RT(radioterapia), un'importante causa di 

morte è rappresentata da complicazioni cardiovascolari (5, 6). 

L’irradiazione del mediastino e il danno indotto può coinvolgere le diverse 

parti strutturali ed anatomiche del cuore (miocardio, endocardio, pericardio, 

vasi coronarici, valvole), ed in particolare, il cardiomiocita (CM) che 

rappresenta l’unità funzionale contrattile cardiaca (7). Lo studio delle 

risposte molecolari e funzionali del CM indotte , pertanto, fondamentali per 

la comprensione dei meccanismi alla base della cardiomiopatia indotta 

dalle radiazioni ionozzanti (8). Una radiazione ionizzante per definizione  

determina un trasferimento di energia e quindi può indurre  danno cellulare 

sia direttamente sul DNA  che indirettamente attraverso la generazione 

immediata  di radicali liberi dell’ossigeno (ROS) interagendo con pe 

proteine cellulari  (9) . Tuttavia altri eventi precoci molecolari possono 

avvenire anche in altri compartimenti cellulari / organelli in risposta alla  

radiazione ionizzante in grado di modificare il destino della cellula (10). 

Ad esempio, una IR (radiazione ionizzante) può interagire con sfingolipidi 

di membrana e dare origine a secondi messaggeri quali diacil-glicerolo 

(DAG) e fosfoinositidi (PIP2 / PIP3)  e trasferire un segnale apoptotico 
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nella cellula(11, 12) . Altri organelli come i mitocondri possono essere 

considerati bersagli diretti delle radiazioni ionizzanti. Alterazioni della 

struttura e della funzione dei mitocondri sono comunemente osservati in 

cellule irradiate (13-15). Allungamento e ramificazione dei mitocondri, e 

un aumento reversibile della loro dimensione sono i più frequenti 

cambiamenti dopo IR in diversi tessuti e sistemi cellulari (16, 17). Tuttavia, 

IR produce anche modifiche funzionali rilevanti nei mitocondri in 

particolare sulla produzione di ROS mitocondriali (18, 19). Questi sono 

continuamente prodotti in una quantità relativamente elevata in condizioni 

fisiologiche soprattutto nel mitocondrio nella respirazione mitocondriale 

per generare ATP, necessari per generare l' energia contrattile cardiaca, 

tuttavia,  la loro concentrazione aumenta notevolmente in risposta alla IR 

(20, 21). I ROS sono generalmente considerati deleteri per la 

sopravvivenza cellulare, ma anche loro possono  promuovere il processo 

cellulare utile di recupero come la mitohermesis, definita come la 

sostituzione e organizzazione della rete mitocondriale (22, 23), ed e’ 

probabilmente coinvolta nella cellula il  recupero dopo un'esposizione acuta 

a radiazioni(24-26). Di conseguenza, diversi livelli di ROS in risposta allo 

stress hanno un impatto diverso sulla sopravvivenza delle cellule e possono 

anche promuovere la riparazione mitocondriale attraverso i processi 

fissione e fusione noti anche come meccanismi di controllo della qualità 

mitocondriale, meccanismo noto come dinamismo mitocondriale (27-29). 

Diverse molecole sono in grado di localizzarsi a livello mitocondriale e 

regolare la produzione di ROS in risposta allo stress (30, 31). Tra questi, la 

proteina G del recettore accoppiato chinasi di tipo 2 (GRK2) ha un ruolo 

ben riconosciuto nello nella  fisiopatologia dello scompenso cardiaco(32).  

Questa chinasi è principalmente una proteina citosolica ma è in grado di 

compartimentalizzare in diversi organelli subcellulari  in risposta a vari 
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stimoli (33, 34). In particolare, GRK2 localizza a livello mitocondriale in 

risposta a fattori di stress quali appunto l’ischemia , ma il suo ruolo 

specifico nella regolazione della funzione mitocondriale è ancora dibattuto 

(35).  

In questo studio, abbiamo osservato che la disfunzione cardiaca dopo un IR 

di esposizione acuta da raggi X (4 Gy= 1J/kg) nei topi è accompagnata da 

alterazioni mitocondriali, che sono  recuperati entro le 24 ore. Inoltre, 

attraverso studi in vitro, abbiamo dimostrato il ruolo centrale di GRK2 

nella regolazione dei meccanismi di controllo della qualità mitocondriale 

attraverso la sua interazione con mitofusin-1 e 2 (MNF 1-2), molecole 

GTPase di membrane mitocondriale esterna chiave nei processi di fissione 

e fusione mitocondriale e quindi responsabili del recupero mitocondriale 

(36, 37).  
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Scopo 
Valutazione della disfunzione cardiaca dopo singola dose da 

radiazione ionizzante. Inoltre, attraverso studi in vitro, valutare il ruolo 

centrale di GRK2, in risposta a stress da radiazione, nella regolazione dei 

meccanismi di controllo della qualità mitocondriale attraverso l’interazione 

con mitofusin-1 e 2 (MNF 1-2), molecole GTPase responsabili del recupero 

mitocondriale.   
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Materiali e Metodi 
 
2.1 Studi in vivo 

Gli esperimenti sono stati effettuati su topi C57BL / J6 di 12 

settimane. Gli animali sono stati esposti a singola dose di radiazione total 

body a temperatura ambiente (Sham e 4 Gy) e sacrificati a 3 e 24 ore dopo 

l'irradiazione . 

2.2 Ecocardiografia 
I topi C57BL / J6  sono stati anestetizzati con (2% isoflurano 

vaporizzato nel 98% di ossigeno), l'ecocardiografia transtoracica è stata 

eseguita  a 3 ore e 24 ore dopo l'irradiazione con un sistema di imaging 

highresolution dedicato piccoli animali (VEVO 2100, VisualSonics, Inc). 

2.3 Coltura  cellulare 
Cellule HEK-293 sono state coltivate in terreno con Dulbecco 

minimo essenziale (DMEM) e 25 mM di glucosio supplementato con 10% 

di siero fetale bovino (FBS) a 37 ° C in 95% di aria e 5% di CO2. 

2.4 Trasfezione  cellulare 
Trasfezione cellulare è stata effettuata con  lipotrasfection 

(Lipofectamine 2000 Invitrogen) con 2 mg di DNA plasmidico secondo le 

istruzioni del protocollo. Per le selezioni clone trasfettate stabili, dopo il 24 

a 48 ore medie di cellule è stato integrato con G418, (500 mg / ml) per due 

settimane. La cella G418-resistenti sono state coltivate in un mezzo 

integrato con G418 ad una concentrazione finale di 250 mg / ml e 
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esaminato per sovraespressione di GKR2 (HEK-293 GRK2) tramite  

western blot analisi, utilizzando anticorpi specifici, (SantaCruz 

Biotechology). 

2.5 SiRNA trasfezione 
(Si-RNA) per GRK2 e Scamble utilizzato come controllo per tutti gli 

esperimenti siRNA (IDT Integrated Technologies DNA). (SiRNA GRK2: 

5'-CUCCAGCUUCUCGUAUUUCUUTT-3 'Scramble GRK2: 5'-

UGUCGAUCUCAUGCUUGUCUUTT-3'). SiRNA HSP90 α / β( Santa-

Cruz Biotechology). I rispettivi siRNA e controlli  sono stati  trasfettate 

secondo le istruzioni del protocollo. Dopo 48 a 72 h le cellule sono state 

analizzate  per K.O. di HSP 90 α / β e GRK2 tramite  Westren Blot 

utilizzando anticorpi specifici (SantaCruz Biotechology). 

2.6 Immunoprecipitato e Western Blot 
Le cellule ed i cuori sono stati lisati in RIPA / tampone SDS [50 mM 

Tris-HCl (pH 7,5), 150 mM NaCl, 1% Nonidet P-40, 0, 25% desossicolato, 

9,4 mg / 50 ml orthovanadate sodio, 20% SDS]. La concentrazione proteica 

è stata determinata utilizzando il kit assay BCA (Pierce). Endogena Mnf 1-

2 e HSP90 α / β o GRK2 da estratti totali sono stati immunoprecipitati con 

anticorpi specifici (Santa Cruz) e proteina A / G agarosio (Santa Cruz). 

Dopo ampi lavaggi con PBS, i immunocomplessi sono stati corsi tramite 

elettroforesi  SDS / PAGE e trasferite su nitrocellulosa; MNF 1-2, HSP90α 

/ β o GRK2 sono stati visualizzati da anticorpo specifico (Santa Cruz 

Biotechology ), anti-mouse anticorpo secondario HRP-coniugato (Santa 

Cruz Biotechology) e visualizzati tramite  chemiluminescenza standard 

(Pierce). Il  lisato totale è stato utilizzato come controllo positivo. Come 
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controllo negativo, il test è stato eseguito usando un anticorpo non 

specifico dalla stessa specie dell'anticorpo IP. Per l'analisi Western Blot, le 

cellule sono state lisate in  tampone RIPA / SDS [50 mmol / L Tris-HCl 

(pH 7,5), 150 mmol / L NaCl, 0,01 g / L NP-40, 0,0025 g / L deoxycholate, 

2 mmol / L Na3VO4, 0,2 g / L di sodio dodecilsolfato e proteasi Inhibtor 

cocktail (SIGMA)]. La concentrazione proteica è stata determinata 

utilizzando il kit di test BCA (Pierce), la stessa quantità di estratti cellulari 

totali sono stati corsi per  elettroforesi su 4-12% SDS-PAGE gel e trasferite 

in Immobilon P filtro di nitrocellulosa (Millipore Corporation). Le 

membrane sono state bloccate in Tris tamponata salina contenente 0,002 g / 

l di Tween 20 (TBST) e latte in polvere 0,05 g / l senza grassi. Dopo il 

blocco, le membrane sono state lavate tre volte in TBST e poi incubate 

overnight a 4 ° C in TBST contenente 5% BSA con uno specifico anticorpo 

primario: Gli anticorpi anti Mnf 1-2, actina e GRK2 erano da Santa Cruz 

Biotechnology, Inc .  3 esperimenti indipendenti sono stati quantificati e 

corretti per un adeguato controllo di carico. L'analisi densitometrica è stata 

effettuata utilizzando il software immagine Quant (Molecular Dynamics, 

Inc). I risultati sono riportati come media ± SEM. 

2.7 Estratti Mitocondrali 
Le cellule ed i cuori  sono stati lavati in tampone fosfato ghiacciato 

(PBS) e tramite  Dounce omogeneizzazione in tampone isolamento 

[saccarosio IB pH 7.4 200 mm, 1 mM EGTA-Tris e 10 Tris-MOPS MM]. 

L'omogenato è stata filata a 800 g per 10 min; il supernatante è stato 

recuperato e ulteriormente centrifugato per 10 min a 8000 g. Il pellet 

risultante (frazione mitocondriale) è stato raccolto mentre il surnatante è 

stato ulteriormente filata per 30 min a 100.000 g per ottenere la frazione 
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citosolica, attraversato nuovamente a 100.000 g per purificare 

ulteriormente la frazione. La frazione mitocondriale è stato ulteriormente 

purificato mediante centrifugazione a 8000 g per due volte per 10 min. Il 

pellet ottenuto è stato purificato per centrifugazione a 95.000 g per 30 min 

su un gradiente di Percoll 30% in IB. Lo strato mitocondriale ottenuto 

venne lavato libera di Percoll e risospeso in IB. La concentrazione proteica 

è stata determinata mediante saggio bichinconnate (Pierce). Citosol e 

mitocondri estratti sono stati confermati da Western Blot analisi, come 

precedente descritto l'uso di anticorpi specifici (Santa Cruz Biotechnology). 

L'analisi densitometrica è stata effettuata utilizzando il software immagine 

Quant (Molecular Dynamics, Inc). I risultati sono riportati come media ± 

SEM. 

2.8 Estratti di Membrana plamsatica 
Per l'isolamento delle  membrane plamsatiche , le cellule e i cuorei 

sono stati omogeneizzati in tampone contenente 25 mM Tris-HCl (pH 7,5), 

5 mM EDTA, 5 mM EGTA, fluoruro phenylmethylsulfonyl 1mM, 2 mg / 

ml ogni leupeptina e aprotinina. In esperimenti che richiedevano il 

rilevamento di fosfo-proteine lisi buffer contengono anche inibitori 

fosfatasi (Sigma). Cellule intatte e nuclei sono stati spostati per 

centrifugazione a 1000 g per 15 min (38). Il supernatante raccolto era 

inoltre vincolata ad una centrifugazione a 38.000 xg per 1 ora. Il pellet è 

stato risospeso in tampone di lisi (1% Nonidet P-40, 10% glicerolo, 137 

mM NaCl, 20 TrisHCl mM (pH 7,4), 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoruro, 

20 NaF mM, 1 mM sodio pirofosfato, 1 mM orthovanadate sodio, e 2 mg / 

ml ciascuna aprotinina e leupeptina) e utilizzato come frazione di 

membrana plasmatica, e il surnatante è stato utilizzato come frazione 
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citosolica. Frazioni citosolica e frazione di membrana sono stati confermati 

da Western Blot analisi, come precedente descritto utilizzando anticorpi 

specifici per GRK2 (SantaCruz). L'analisi densitometrica è stata effettuata 

utilizzando il software immagine Quant (Molecular Dynamics, Inc). I 

risultati sono riportati come media ± SEM. 

2.9 Citofluorimetria 
Le cellule sono state incubate a 37 ° C, 95% di aria e 5% di CO2, per 

30 minuti con 5 nM Mitotracker (basata Rosamine Mitotracker dye-

Invitrogen) per identificare mitocondri, 5μ M (indicatore rosso 

mitocondriale superossido) MitoSOX identificare Ros produzione 

mitocondri , 100nM TMRE (Tetramethylrodamide, etil, Ester) per 

identificare mitocondriale potenziale di membrana. Poi Mitotracker, 

Mitosox e TMRE colorati e le cellule di controllo senza marcatura  sono 

stati analizzati mediante citometria a flusso (FACS Calibur, BD 

Biosciences), seguita da analisi di media intensità di fluorescenza di 10.000 

eventi di software CellQuest (BD Biosciences). 

2.10  RT-PCR 
RNA totale è stato isolato dai cuori  usando il reagente Trizol 

(Invitrogen) e l'mRNA è stato convertito in  cDNA mediante termo-Script 

Real time PCR quantitativa (RT-PCR) (Invitrogen), seguendo le istruzioni 

del protocollo (39). Dopo la reazione di trascrizione inversa, RT-PCR è 

stata eseguita con il kit di master mix SYBR Green Real Time PCR 

(Applied Biosystems). La reazione è stata visualizzata da SYBR Green 

Analysis (Applied Biosystem) sullo strumento StepOne (Applied 

Biosystem). Tutti i valori ottenuti sono stati normalizzati con primer 18S 
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(controllo endogeno) e rispetto al campione di riferimento (controllo 

basale) utilizzando la formula 2-ΔΔCt. I risultati sono espressi come 

espressione genica relativa. 

2.11 Saggio metabolico 
Misurazioni in tempo reale della frequenza consumo di ossigeno 

(OCR) e il tasso di acidificazione extracellulare (ECAR) sono stati 

realizzati utilizzando un XF-96 extracellulare Flux Analyzer (Seahorse 

Bioscience). Le cellule sono state piastrate in piastre da 96-XF (Seahorse 

Bioscience) alla concentrazione di 20.000 cellule / pozzetto. L'OCR è stata 

misurata in XF supporti (non tamponata mezzo DMEM contenente 

glucosio 10 mM, 2 mM L-glutammina e 1 mM sodio piruvato), in 

condizioni basali e in risposta a 5 mM oligomicina, 1,5 mM di 

carbonylcyanide-4- ( trifluorometossi) -phenylhydrazone (FCCP) e 1 

micron di Antimicina e rotenone (tutto da Sigma Aldrich). ECAR stata 

misurata in XF media in condizioni basali e in risposta al glucosio 10 mM, 

5 mM e 100 mM oligomicina di 2-deossi-D-glucosio (2-DG). I dati sono 

espressi come media ± SEM da 3 esperimenti separati. n = 5 replicati per 

ogni campione. Due code test di Mann-Whitney è stato utilizzato per 

l'analisi statistica. 

2.12 Microscopia Elettronica a trasmissione  
Cellule con sovraespressione e silenziamnto  per GRK2 e HSP90 e 

cuori sono  fissati con glutaraldeide al 2,5%, lavate in PBS, fissati in 

tetrossido di osmio, disidratati in una serie di etanolo, incorporato in resina 

epossidica, e quindi esaminati al microscopio elettronico a trasmissione 
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(JEM- 2000EX), presso l'impianto Federico II per l'imaging avanzato 

(Cisme). 

2.13 Test della Chinasi 
Per studiare in vitro la fosforilazione di MNF-1/2 da GRK2, 50 ng di 

GRK2 attivo sono stati analizzati in 100 ng di purificata Mnf ½. Reazioni 

di fosforilazione sono state osservate aggiungendo 20 mM ATP, 1 mM di 

CaCl2, 20 mM MgCl2, 4 mM Tris, pH 7,5, e 10 Ci di [32P] γ-ATP (attività 

specifica 3000 Ci / mmol) e prolungato per 30 min a 37 ° C. Laemmli 

buffer è stato aggiunto per arrestare la reazione. Poi, 30 ml di miscela di 

reazione sono stati risolti su SDS-PAGE 4-12% di pendenza (Invitrogen), 

colorato con Coomassie blue, decolorato, essiccato sotto vuoto, ed esposti 

per autoradiografia(40). 

2.14 Analisi statistica 
Tutti i valori sono presentati come media ± SEM. ANOVA a due vie 

è stata eseguita per confrontare i diversi parametri tra i diversi gruppi. Test 

Bonferroni è stata eseguita, se del caso. Un livello di significatività di p 

<0,05 è ipotizzato per tutte le valutazioni statistiche. Le statistiche sono 

state calcolate con il software GraphPad Prism (San Diego, California). 
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Risultati  
 
3.1 Animali esposti ad una dose singola di stress di  Radiazioni 
Ionizzanti (raggi X, 4Gy) 

Abbiamo valutato la funzione cardiaca tramite ecocardiografia  in 

condizioni basali e a 3 e 24 ore dopo IR . Come mostrato nelle immagini 

rappresentative di B-mode e M-mode asse corto (Fig. 1 A-B-C) il 

ventricolo sinistro risulta dilatato a 3 ore dopo l'irradiazione rispetto alla 

condizione  basale con recupero delle dimensioni normali in 24 h post IR. 

Questo fenotipo è accompagnato da una riduzione significativa delle 

funzioni di eiezione (EF%) e le frazioni accorciamento (FS%) rispetto al 

basale (Fig. 1 D) , ma, di nuovo, la funzione cardiaca viene recuperato 

dopo 24 h dopo IR .L' insufficienza cardiaca acuta è confermata anche da 

un significativo aumento di ANF e la riduzione di SERCA2a alle 3 ore 

dopo la radiazione, con un significativo recupero dopo 24 ore dopo IR (Fig 

1 E). Considerando il ruolo cardine svolto dai mitocondri nel fornire 

substrati energetici per la contrattilità cardiaca abbiamo quindi valutato  la 

morfologia e la funzionale mitocondriale nel  nostro modello animale 

sottoposto a IR. Pertanto, abbiamo analizzato la  morfologia dei mitocondri 

mediante TEM (Microscopia Elettronica a Trasmissione). Come mostrato 

in (Fig . 2A ) cuori non esposti ad IR hanno un numero abbondante di 

mitocondri, organizzate in senso longitudinale / lineare e formando una fila 

di mitocondri inter-miofibrillari alternati ad una fila di sarcomeri. Questa 

disposizione crea un'unità funzionale (sarcomero, sarcoplasma e 

mitocondri) essenziale per fornire energia necessaria alla funzione 

contrattile (Fig. 2 A). A 3 ore post IR, i mitocondri cardiaci appaiono 

completamente disorganizzati rispetto al basale, in particolare mostrano 

appiattimento delle creste con intra-vacuolizzazione e frammentazione e 
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non appaiono piu perfettamente organizzati nel tessuto cardiaco  (Fig. 2A). 

A distanza di 24 ore, la morfologia dei mitocondri è parzialmente 

recuperata, con evidenza di creste normale e assenza di vacuolizzazione. 

Inoltre abbiamo osservato un aumento dei mitocondri con morfologia 

allungata, che può suggerire la presenza di fusione mitocondriale. (Fig. 

2A). Il danno mitocondriale in risposta a stress acuto è stata valutata anche 

l'espressione dei diversi complessi (da I a IV) che compongono la catena 

respiratoria mitocondriale per generare ATP , e la mitogenesi (PGC-1 e 

cofattori legati) attraverso RT-PCR. A 3 ore dopo IR il  complesso I, II, III 

e IV sono tutti ridotti così come l'espressione dell'ATPasi (Fig 2 B). A 24 

ore dopo IR, I complessi e l’ ATPasi vengono recuperati (Fig. 2 B). Allo 

stesso modo, i PGC-1 alfa e fattori e cofattori correlati (MmTFA, e NRF-1) 

sono ridotti a 3 ore dopo IR, mentre a 24 h i livelli di espressione sono 

nuovamente aumentati (Fig .2C). 

3.2 Compartimentalizzazione di GRK2 in 
risposta allo stress 

GRK2 partecipa alla regolazione di diversi modelli di scompenso 

cardiaco (41). I suoi livelli sono aumentati in condizioni croniche, ma studi 

recenti  hanno dimostrato che questa chinasi localizza in diversi 

compartimenti cellulari in risposta a condizione acute e stressanti per 

esempio l’ischemia/riperfusione  (33, 42). Qui abbiamo valutato come 

GRK2 modifica la sua localizzazione nelle cellule cardiache dopo 

l'esposizione IR. In particolare, nei campioni di cuore di topi irradiati  e  

non irradiato a 3 e 24 ore dopo lo stress , abbiamo valutato la 

localizzazione GRK2 in  diverse frazioni subcellulari (mitocondri, 

membrane plasmatiche e citosol) e nel lisato totale . Nessuna differenza 
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dipendenti dal tempo di esposizione alla radiazione e’ stata osservata nel 

citoplasma e nel lisato totali dei livelli di GRK2, che indica nessuna 

modifica dell' espressione  totale della chinasi nel tempo (Fig 3A-B). Al 

contrario, sono state riscontrate differenze significative nella localizzazione 

GRK2 tra la membrana plasmatica e mitocondri. Nel cuore non irradiato, 

GRK2 è prevalente in mitocondri, ma a 3 ore dopo IR, GRK2 è in gran 

parte localizzata sulle membrane plasmatiche con livelli ridotti nei 

mitocondri (Fig. 3 C-D). A 24 ore, GRK2 è ridotta sulle membrane 

plasmatiche cellulari, ritornando ad un livello simile alle condizioni basali, 

ma è stato recentemente localizzato prevalentemente nei mitocondri (Fig. 3 

C-D). Da notare, localizzazione sub-cellulare GRK2 dipendente dal tempo 

è accompagnata da cambiamenti a livello di molecole coinvolte nei 

processi di apoptosi quindi con il rilascio dal mitocondrio del Citocromo C 

e  mitofagia mitocondriale mediata dalla proteina del sequestrosoma  P62 e 

recupero massa mitocondriale tramite SOD  (Fig 3A-B-C). In particolare, il 

rilascio di Cyt C è aumentato drammaticamente nella frazione citosolica 

(Fig. 3B) a 3 ore dopo IR e ridotto a 24 ore. Analogamente, p62, una 

proteina coinvolta nella formazione di autofagosomi per l'eliminazione dei 

mitocondri danneggiati e quindi pronti per essere fagocitati (Fig. 3A), è 

aumentata in risposta a stress a 3 h con una parziale riduzione a 24 ore. Al 

contrario, il livello di SOD sono ridotti a 3 ore, ma normalizzato a 24 ore 

rispetto al basale, indicando il recupero della massa mitocondriale. Per 

analizzare il possibile coinvolgimento di GRK2 nel preservare mitocondri, 

abbiamo valutato l'interazione tra GRK2 e mitofusin 1 e 2 (MNF-1/2). 

Queste proteine sono fondamentali nel processo di fusione mitocondri, al 

fine di recuperare i mitocondri danneggiati in risposta a diverse condizioni 

di stress. Come mostrato in (Fig. 3 E-F) GRK2 interagisce dinamicamente 

con entrambe MNF-1 e 2: Al 3h dopo lo stress irradiazione GRK2 prende 
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prevalentemente complesso con MFN-1, ma non MFN-2; a 24h GRK2 è 

invece legata principalmente alla MFN-2 (Fig. 3 F). 

3.3 Morfologia e funzione mitocondriale in 
risposta all’ IR in cellule HEK-293 

Per valutare se le osservazioni di cui sopra erano riproducibili anche 

in altri sistemi cellulari, abbiamo studiato le modificazioni morfologiche 

mitocondriali in risposta a IR in HEK-293. L' Analisi  mediante TEM ha 

dimostrato che in 3 ore dopo IR il numero dei mitocondri sono 

notevolmente ridotti con presenza di numerose piccole vescicole 

citoplasmatiche, rispetto alle cellule non irradiate . Nel dettaglio, i 

mitocondri appaiono danneggiati con riduzione delle creste e 

vacuolizzazione, analogamente a quanto osservato nei mitocondri del 

miocardio di topi sottoposti a radiazione(Fig. 4 A e Fig. 2 A). A 8 ore dopo 

IR la morfologia mitocondriale viene recuperata con ri-organizzazione 

delle creste e assenza di vacuolizzazione, rispetto cellule non IR (Fig.4 A). 

Inoltre, la citofluorimetria con  Mitotracker, ha mostrato che a 3 ore la 

massa mitocondriale si riduce, con recupero a 8 ore dopo IR (Fig. 4 B). 

Questi dati suggeriscono che dopo irradiazione in 3 ore una parte dei 

mitocondri è danneggiata con conseguente eliminazione mediante 

Mitophagia, mentre i mitocondri intatti vengono recuperati mediante 

processi di fissione/fusione. Questi dati sono supportati anche dai livelli di 

espressione di SOD che risultano ridotti a 3h, recuperati a 8 h e mantenuti a 

24 h dopo IR. Similmente al modello animale, abbiamo valutato la diversa 

localizzazione subcellulare di GRK2 dopo IR in maniera tempo dipendente. 

Non abbiamo osservato modifiche significative dei livelli totali di GRK2 

(Fig. 4 C), ma una sorprendente sub-localizzazione della molecola in 
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risposta all’IR. Infatti, in condizioni basali GRK2 è localizzata 

principalmente nel citosol, sulla membrana plasmatica ad 3 h, per poi 

accumularsi nuovamente nel citosol e soprattutto nei mitocondri ad 8h post 

IR (FIG. D-E) simile al dinamismo della chinasi nei cuori degli animali 

irradiati. Questi dati indicano che anche nelle HEK-293, la localizzazione 

subcellulare di GRK2 è regolata in modo dipendente dal tempo a seguito di 

IR, ma è soprattutto interessante notare che è localizzato nei mitocondri in 

un lasso di tempo (8h post-IR), dove si osserva il recupero della massa 

mitocondriale. 

3.4 Ruolo di  GRK2 nelle funzioni mitocondriali 
Abbiamo qui valutato il potenziale ruolo di GRK2 nelle funzioni 

mitocondriali in risposta allo stress IR. In particolare , abbiamo valutato gli 

effetti di GRK2 overespressione (Pc-DNA GRK2) e silenziamento (Si-

RNA)  nelle seguenti funzioni: 1) la massa mitocondriale e la produzione di 

ROS, 2) potenziale di membrana mitocondriale; 3) respirazione 

mitocondriale e la produzione di ATP. L'overespressione di  GRK2 è stata 

eseguita mediante trasfezione del plasmide pcDNA-GRK2 ottenere un 

livello aumentato di 10 volte della molecola (pcDNA-GRK2), mentre è 

stato quasi completamente silenziata  da si-RNA (si-RNA GRK2) . Ancora 

una volta, in cellule di controllo trasfettate con pcDNA3.1 o scramble, la 

massa mitocondriale è stata significativamente ridotta a 3 ore e recuperato 

in post-esposizione IR 8h. L'overespressione di GRK2 sembra mantenere la 

massa mitocondriale lungo i diversi momenti dalla radiazione (Fig. 5A). Al 

contrario, nelle cellule trattate si-RNA GRK2 la massa mitocondriale è  

ridotta a 3 ore e non viene  recuperata  in 8h posta IR (FIG. 5A). Di 

conseguenza, la produzione di ROS mitocondriale valutata da Mitosox è 
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aumentata a 3 ore e poi ridotta a 8 ore dopo IR rispetto alle  cellule di 

controllo. Nelle cellule pcDNA-GRK2, abbiamo osservato un aumento 

della produzione di ROS basale, ma senza modifiche significative nei 

seguenti punti temporali. Il  silenziamento di GRK2 , invece, ha prodotto 

un aumento progressivo mitocondriale produzione di ROS evidente in 

particolare a 8h dal IR, dove è significativamente superiore pcDNA-GRK2 

e cellule di controllo (Fig. 5B). Tramite  Citofluorimetria con  TMRE 

abbiamo  evidenziato un potenziale di membrana mitocondriale indice della 

funzionalità mitocondriale   ridotta in cellule di controllo a 3h dal IR (sia 

pcDNA3.1 e scramble), che viene poi recuperata 8h  dalla radiazione . 

Nelle cellule pcDNA-GRK2 nessuna modifica significativa è stata trovata 

in 3h e post 8h IR rispetto al basale, mentre siRNA-GRK2 ha mostrato già 

basalmente una riduzione del potenziale di membrana mitocondriale ed una 

progressiva riduzione del potenziale di membrana mitocondriale tempo 

dipendente (fig. 5C). Inoltre, abbiamo valutato la respirazione 

mitocondriale da Seahorse. L'overespressione di GRK  ha mostrato un 

aumento del livello di consumo di ossigeno basale e la respirazione 

massima, mentre si-RNA GRK2 cellule trattate hanno mostrato una 

significativa riduzione del consumo di ossigeno sia in esposizione basale 

IR condizioni e post 8h. Allo stesso modo, la produzione di ATP è stato 

conservato nelle cellule pcDNA-GRK2 a 8h post radiazione IR, mentre era 

significativamente diminuita in siRNA-GRK2 cellule trattate (Fig. 5D- E- 

F). 
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3.5  Ruolo di GRK2 nella morfologia 
mitocondriale 

Al fine di confermare il ruolo protettivo di GRK2 nei mitocondri 

dopo lo stress da radiazioni ionizzanti, abbiamo valutato la morfologia 

mitocondriale con TEM analisi, in condizioni basali a 3 e 8 ore in cellule  

con l'overespressione di GRK2  e silenziamento della chinasi. Nelle cellule 

pcDNA-GRK2, il numero dei mitocondri non è stato modificato dalla  

esposizione alla radiazione  rispetto al basale in confronto sempre a  3 e 8 

ore dopo l'esposizione IR, con conservato creste e l'assenza di 

vacuolizzazione (Fig. 6). HEK-293 transfettate con siRNA-GRK2 ha 

mostrato un ridotto numero di mitocondri già in condizioni basali, rispetto 

all'esposizione tempo dipendente, inoltre le creste mitocondriali  

apparivano disallargate  e disordinati con diversi intra-vacuolizzazione. A 3 

ore dopo IR, numero di mitocondri è ulteriormente ridotta, con diversi 

organelli incluse in un complesso dell'autofagosoma pronti per la 

degradazione lisososma mediata (Fig. 6). A 8 ore dopo lo stress IR, il 

numero di cellule sono state drasticamente diminuito, Con pochi ancora 

disponibili per l'analisi e mostrando soprattutto una morfologia apoptotica 

(Fig. 6).  

3.6 GRK2 e la fusione Mitocondriale 
Per valutare la capacità di GRK2 preservare mitocondri in risposta 

allo stress radiazioni, abbiamo considerato il possibile coinvolgimento di 

GRK2 nella fusione mitocondri come indicato  precedente sui dati  vivo 

dati in cuori mostrano l' interazione dinamica di GRK2 con MNF-1 e 

MFN-2- Tre proteine sono specificamente coinvolti in questo processo di 

mitocondri di fusione: MNF-1, MNF-2, e OPA-1. MNF-1 e 2 sono situati 
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sulla membrana mitocondriale esterna conservata potenziale insieme e 

collegati ad OPA-1, che è invece localizzata nella membrana interna. Come 

evidenziato nei campioni di cuore (fig. 3E-F), nessuna interazione può 

essere osservata tra GRK2 e MNF-1 e / o 2in condizioni basali , tale dato è 

stato dimostrato anche sulle cellule HEK-293. A 3 h si osserva l' 

interazione  tra GRK2 e MNF-1 , ma non a 8 ore dalla radiazione (Fig. 7 A-

B). Inoltre, GRK2 è in grado di interagire con MFN-2 a 3 e 8 ore dopo 

l'esposizione. Considerando l'effetto protettivo svolto dalla GRK2 nel 

recupero della morfologia mitocondriale a 3h dalla radiazione , abbiamo 

valutato se l'interazione con MFN-1 è stato probabilmente modificato 

quando la chinasi viene  sovraespressa. Infatti abbiamo osservato che 

GRK2 / MNF-1 interazione è stata anticipata al 1 h dalla  radiazione  

rispetto alle cellule di controllo in cui l'interazione avviene a 3 ore dopo lo 

stress (Fig .7 C). Recenti studi hanno dimostrato che GRK2 è veiocolato  

nei mitocondri attraverso l'interazione con la chaperonina HSP90. In Figura 

7 C è dimostrato che HSP90 interagisce con MFN-1 immunocomplesso ad 

1 e 3 ore dopo la radiazione . La  rimozione di HSP90 da siRNA abolisce 

l'interazione  di GRK2 con MFN-1, che indica il ruolo chiave di questo 

chaperone in formazione del complesso  GRK2  / MNF-1/ HSP-90. Al fine 

di confermare che il chaperon HSP90 è coinvolto insieme con GRK2 in 

fusione mitocondri, abbiamo studiato l'analisi attraverso immunoprecipitato 

l’ interactoma formazione del complesso composto da GRK2, MNF-1 e 

HSP 90, in cellule con GRK2 sovraespressione in cellule con GRK2 

sovraespressione e HSP90 KO, a 1 e 3 ore dopo lo stress radiazioni. Nelle 

cellule con GRK2 overespressione con HSP90 K.O. Non ci sono 

interazioni a 1 e 3 ore dopo l'esposizione rispetto alle cellule di controllo in 

cui abbiamo l'interazione tra MNF-1, GRK2 e HSP90 a 3 ore e cellule in 

cui abbiamo trasfettate GRK2 in cui questo complesso interactoma è 
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anticipato in 1 ora dopo lo stress da radiazioni. A conferma di questi dati, 

abbiamo valutato un possibile ruolo di GRK2 nel fosforilazione e quindi 

nell attivazione delle mitofusine . L'analisi densitometrica infatti mostra la 

fosforilazione di GRK2 prima sulla mitofuisna 1 e succesivamente sulla 

mitofusina 2 (Fig. 7D) e tale fosforilazione e potenziata dalla presenza di 

HSP90 .  

3.7 siRNA HSP90 alpha/beta nella funzione 
mitocondriale 

Abbiamo poi valutato se HSP90 è fondamentale nel mediare il ruolo 

protettivo di GRK2 nell' integrità mitocondriale e cellulare in risposta a 

radiazioni ionizzanti. Per questo, nelle cellule HEK-293 con 

l'overespressione stabile di GRK2 (HEK-293 GRK2) sono state trasfettate 

con si-RNA HSP90 e valutati gli effetti dello stress da radiazione  sulla 

morfologia. Le analisi morfologiche TEM hanno evidenziato che, anche in 

presenza di GRK2 ovraespressione, HSP90 silenziamento interessata la  

morfologia mitocondri già in condizioni basali e dopo 3 h i mitocondri  

radiazioni appaiono  scomposti e diminuiti di  numero e fortemente 

vacuolizzati. Ad 8 ore dopo l’irradiazione  tutte le cellule andavano in 

contro a morte apoptotica, simile al fenotipo riscontrato in assenza della 

chinasi GRK2 (Fig. 7E- Fig. 6), suggerendo che GRK2 e la chaperonina 

HSP90 interagiscono in condizioni di stress, veicolando GRK2 sulla 

membrana mitocondriale esterna per legare MNF-1/2, formando il 

complesso GRK2/HSP90 and Mitofuin-1/2.  
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Discussione 
Questo studio dimostra che la funzione cardiaca  e 

consequenzialmente  danno cellulare, indotta da uno stress singolo di  4Gy 

di radiazione ionizzante , è recuperato all'interno di un breve lasso di tempo 

(43, 44). In vivo ed  in particolare, l'analisi in vitro dimostra che questo 

fenomeno può essere almeno in parte imputata ai meccanismi di controllo 

di qualità mitocondriale e quindi di dinamismi mitocondriale, attraverso il 

quale vengono eliminati i mitocondri irremediabilmente danneggiati e che 

hanno perso il loro potenziale di membrana mediante mitofagia 

mitocondrio mediata (Fig 2A) e promuove la formazione di organelli nuovi 

e funzionali (29, 45) con l'attività mitocondriale intatta   e ridotta 

produzione di ROS (46).  La rimozione completa della chinasi GRK2 

determina un alterazione nel recupero dei   mitocondri  (Fig.  6) che 

portano ad un aumento della produzione di ROS , compromette l'attività 

metabolica mitocondriale e, infine, induce la morte cellulare (47, 48) . 

Questo ruolo di GRK2 appare essere correlato alla sua capacità di 

complessare  dinamicamente e fosforilare  MFN-1/2, molecole chiave del 

processo di fusione mitocondriale, utilizzando HSP-90 come "ponte" (Fig. 

7). Il nostro modello animale adatta con le dinamiche di recupero e la 

sopravvivenza di una popolazione topi sottoposti a dosi crescenti di IR 

(43). In particolare il recupero da stress IR presume l'integrità del sistema 

di riparazione biologica attraverso cui lo stato sano può essere recuperato. 

Questo è il caso del nostro modello animale, dove è stato applicato a topi 

per minimizzare la mortalità ma permettendo lo studio del sistema di 

riparazione attivato un totale di 4Gy di radiazione data. Il nostro studio si 

concentra sui mitocondri a causa dei seguenti motivi: 1) negli eucarioti, in 

particolare nel cuore, essi  occupano una parte sostanziale del citoplasma e 
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sono fondamentali per la produzione di ATP necessario per soddisfare la 

forte richiesta energetica cardiaca; 2) Sono la fonte primaria di ROS e 

quando disfunzionale l'aumentata produzione di ROS è responsabile del 

danno biologico e tissutale tardivo indotta dell'IR (49, 50)) . Di 

conseguenza, i meccanismi di recupero mitocondriale sono fondamentali 

per ritornare allo stato sano (51) e prevenire complicazioni tardive dovute 

allo stress ossidativo tardivo. Nel nostro modello animale di stress IR, 

abbiamo trovato un ampio danneggiamento dei mitocondri cardiaci, sia per 

numero e morfologia, che è associata ad una eliminazione iniziale di 

mitocondri irreversibilmente danneggiati mediante mitofagia mediata dal 

mitocondrio (52, 53)  (Fig. 2 A) ma poi seguita da recupero di massa (Fig. 

3D) e di conseguenza delle funzioni cardiache contrattili (Fig.1 E ) (54).  I 

meccanismi di rimozione mitocondriale e rigenerazione comprendono 

mitofagia, mitogenesi, fissione e processo di fusione e biogenesi 

mitocondriale, questo ciclo è finemente regolato da sensori molecolari 

specifici prettamente citosolici (52, 55, 56). Queste molecole sono 

generalmente citosoliche , ma anche in grado di localizzarsi  in  altri 

compartimenti cellulari in cui svolgono la loro funzione regolatoria (51). 

Questo è il caso di GRK2 che compartimentalizza sulla membrana 

plasmatica, citoscheletro e, recentemente, anche mitocondri a seguito di 

una vasta gamma di stimoli fisiologici e patologici. Nel nostro modello di 

IR abbiamo osservato che GRK2 si sposta dal citosol principalmente alla 

membrana plasmatica a 3 ore e per poi localizzarsi nei mitocondri a 24 ore 

dopo IR. Inoltre , GRK2 interagisce  dinamicamente in risposta ad una 

radiazione ionizzante con MNF 1 e 2, come osservato sia in vitro e in vivo 

suggerendone un importante ruolo fisiologico, e supportato dai risultati, 

morfologici e funzionali, in cui la sua rimozione compromette i 

meccanismi di recupero mitocondriale  e la sopravvivenza delle cellule. 
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Questa capacità dipende dall'interazione con HSP-90 dopo esposizione ad 

uno stress ossidativo, come precedentemente osservato, ma soprattutto 

svela che questa interazione è fondamentale per interagire con MFN-1 e 2 e 

necessaria per la chinasi di esercitare i suoi effetti protettivi.  In questo 

studio ridefiniamo  il ruolo di GRK2 nella fisiologia cellulare rispetto alle 

condizioni patologiche e quindi come come molecola sensore dello stress 

cellulare. Mentre il ruolo di questa chinasi in condizioni patologiche 

croniche è ben definito, il suo ruolo fisiologico non è altrettanto chiaro. 

GRK2 è aumentato in diverse malattie croniche come lo scompenso 

cardiaco, ipertensione (57),  malattia di Alzheimer (58) e ipetrofia 

ventricolare sinistra, e la sua inibizione e / o la modulazione farmacologica 

ha effetti benefici, come ampiamente dimostrato in diversi modelli animali 

di scompenso cardiaco (59).  I livelli di GRK2 nella  cellula sono finemente 

regolati attraverso la degradazione proteosoma-dipendente, e stimoli come 

l'insulina o IGF1(32) aumentano rapidamente livello GRK2 interrompendo 

il suo legame con la E3 ligasi MDM2, suggerendone l'importanza di questa 

chinasi nella regolazione dell'omeostasi cellulare (60, 61). Numerose 

evidenze in vivo supportano questa ipotesi: 1) la mancanza di GRK2 è 

deleteria per lo sviluppo cardiovascolare embrionale (61) 2) la rimozione 

GRK2 cardiaca selettivo nel topo adulto altera la risposta ipertrofica 

cardiaca alla stimolazione βAR cronica, portando ad una dilatazione 

eccentrica del cuore (62-64), 3) la rimozione selettiva endoteliale di GRK2 

induce aterosclerosi precoce nelle aorte ed inibisce neo-angiogenesi nei 

topi. A questo si aggiunge che gli effetti benefici della porzione carbossi-

terminale di GRK2 (βARKct) (65, 66), sono legati non solo alla capacità di 

contrastare gli effetti di GRK2 sulla membrana plasmatica, ma anche per 

facilitarne la sua localizzazione nei mitocondri. Infatti, la presenza di 

GRK2 nella cellula è fondamentale per βARKct per ridurre la produzione 
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di ROS mitocondriale nei macrofagi in risposta a LPS. L'attuale studio 

segue questo indirizzo , mostrando che la rimozione GRK2 da si-RNA 

colpisce la morfologia mitocondriale e la respirazione in condizioni basali, 

e abolendo ogni possibilità del mitocondrio di recuperare dopo un potente 

stress ossidativo come quello provocato dall'esposizione a radiazioni 

ionizzanti (67, 68).  Questo studio dimostra che GRK2 è una molecola 

fondamentale per i processi cellulari e il suo ruolo è strettamente legato al 

contesto, fisiologico e patologico, acuto e cronico in cui viene studiata. 

Cionondimeno, questo lavoro può avere notevoli implicazioni da punto di 

vista clinico e terapeutico. L’aumentata insorgenza di complicanze 

cardiovascolari tardive in pazienti sottoposti a radioterapia è una recente 

evidenza epidemiologica, ma poco o nulla è noto dal punto di vista 

fisiopatologico e soprattutto molecolare (69, 70). L’evidenza che i 

mitocondri sono direttamenti coinvolti nel danno cardiaco e 

l’identificazione di una molecola chiave coinvolta nella regolazione del 

“dinamismo mitocondriale” (36, 71) e quindi nel dinamismo mitocondrial 

che coinvolge: Mitofagia, biogenesi e fusione/fissione mitocondriale che  

apre a scenari per lo sviluppo di terapie e/o approcci mirati alla 

preservazione di questo organello e inoltre, applicabili non solo al campo 

cardiovascolare a tutti gli organi presumibilmente danneggiati in seguito 

all’esposizione delle radiazioni ionizzanti (6, 72). 
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Abstract in English 
Radiation in the mediastinum can determinate cardiac abnormalities 

in patients in treatment for radiotherapy . Moreover a radiation may result 

in changes in contractility, and in particular to determine damage to the 

individual cardiomyocytes and its subcellular components. A radiation, 

induces production of oxygen free radicals, ROS,  in a few minutes from 

the acute, in a direct manner if its interacts directly on the DNA, or indirect 

manner  interacting with the cellular proteins. These radicals are 

physiologically produced by mitochondria to generate ATP, which in 

particular in the cardiomyocyte play a pivotal role to provide sufficient 

energy to the contractile force. The ROS in the cell are second messengers, 

and in particular they determine the regulation many proteins, one of these 

is  GRK2. GRK2 is a ubiquitous protein that appears to be sensitive to the 

cellular stress responses through interaction with different chaperones such 

as HSP90. However the role of GRK2 is not yet clear in response to stress. 

To evaluate the role of GRK2 on responses to stress by X -Ray in the heart 

,we exposed to radiation mice C57BL / J6 and we performed a 

transthoracic echocardiography  at 3 and 24 hours after radiation to study 

cardiac function. Echocardiography showed that at 3 hours after radiation 

the left ventricular chamber was dilated and the ejection function (EF%) 

and the shortening fraction (FS%) were reduced in the acute response to 

stress in comparison to sham. At 24 hours after radiation cardiac function 

was recovered. Western Blot analysis on hearts after irradiation showed a 

different subcellular localization of GRK2 at 3 and 24 hours. In addition, 

the subcellular localization of GRK2 was also evaluated on cells than we 

evaluated the mitochondrial morphology via TEM and mitochondrial 

function. At 3 hours from irradiation we observed that GRK2 is mainly 
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located in the membranes and is reduced in the mitochondria, and reduction 

with a consequent damages of the mitochondrial mass and ROS production, 

while the microscopy images show mitochondrial alterations with 

vacuolated mitochondria. 8 hours from the radiation, we observed that 

GRK2 accumulates in the mitochondria and the mitochondrial morphology 

and function were recovered. To understand whether the localization of 

GRK2 is essential for mitochondrial response after irradiation, we have 

modulated the levels of GRK2 through (Si-RNA) and overexpression (pc-

DNA-GRK2). 3 after the radiation stress in cells with overexpression of 

GRK2, we did not assess changes in mitochondrial morphology and 

mitochondrial function. On the contrary the silencing of GRK2 shows a 

reduction of mitochondria number at 3 and 8 hours, as well as the 

production of mitochondrial ROS that result be increased to 3 and 8 hours 

after exposure. These data suggest that the subcellular localization of 

GRK2 is regulated in time-dependent manner in response to radiation 

stress, and its associated with the modification of mitochondrial function 

and in the regulation of mitochondrial quality control. 
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Legenda  

Fig: 1: A) Valutazione ecocardiografica dei cuori irradiati in asse corto M-

mode a 3 ed 8 ore dalla radiazione. B-C) Valutazione statistica significativa  

dell' amenuto della camera ventricolare sinista e conseguente riduzione 

della parete a 3h e successivo recupero a 24h. C) Valutazione della 

funzione cardiaca (EF) e (FS) ridotta a 3h dalla radiazione e recuperata a 

24h rispetto ai topi di controllo. E) Espressione genica di Serca2a ed ANF 

nei cuori esposti alla radiazione, con riduzione di Serca 2a ed aumento di 

ANF a 3h, e viceversa a  24h. 

Fig.2: A) Miscoscopia Elettronica a trasmissione (TEM) su cuori sottoposti 

a radiazione a 3 e 24 h, in cui si evidenzia il danno mitocondriale a 3h con 

disorganizzazione mitocondriale rispetto al tessuto cardiaco, e nel dettaglio 

disallargamento delle creste interne mitocondriale, vacualizzazione e 

rottura della memmbrana mitocondriale e non perfettamente organizzati 

rispetto al tessuto cardiaco. Mentre a 24h si evidenzia il recupero 

mitocondriale con mitocondri fusi. B) Valutazione dei mitocondri anormali 

rispetto a quelli normali, disallargamento delle creste e Aspect /ratio 

mitocondriale, rispettivamente a 3 e 24h rispetto allo sham. C) Valutazione 

dell espressione genica dei divesri complessi della catena respiratoria sui 

cuori irradiati (I, II, III. IV)  a 3 ridotti e 24h recuperati rispetto ai cuori 

controllo non irradiati. D) Analisi dell espressione genica dei fattori 

coinvolti nella biogenesi, Pgc1 alpha, Mmtfa, NRF-1, nei cuori irradiati a 

3h i quali mostrano una forte riduzione e 24h in cui sono recuperati , 

rispetto aicuori  controllo.  

Fig. 3: A-B-C-D) Western Blot analisi su cuoi sottoposti alla radiazione a 3 

e 24 h, che mostrano la diversa localizzazione di GRK2 sulla memnraba 
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plasmatica e riduzione dal mitoocndrio a 3h, e viceversa a 24h, in 

associazione ai livelli di SOD mitocondriale . Con consequente rilascio del 

citocromo c dal mitocondrio nella frazione citosolica a 3h  (B), ed aumento 

della proteina p62 per la formazione di vescicole  nei lisati totali (A). E-F) 

immunoprecipitato rispettivamente di GRK2 con MNF-1 (E) ed MNF-2 (F) 

a 3 e 24 ore dalla radiazione nei cuori degli animali sottoposti a radiazione. 

Fig. 4: A) Microscopia Elettrinica a Trasmissione (TEM) per la valutazione 

del danno mitocondriale  in risposta alla radiazione in HEK-293, a 3h dalla 

radiazione il numero dei mitocondri risulta essere ridotto rispetto al basale, 

con mitocondri notevolmente danneggiati. Ad 8 ore i mitocondri sono 

recuperati di numero e di morfologia. B) Citofluorimetria con Mito Tracker 

per la valutazione della massa mitocondriale in HEK-293. C-D-E) Analisi 

di western blot in maniera tempo dipendente per GRK2  sui divesri 

compartimenti subcellulari (mitocondri, membrane plamsatiche, lisati 

totali)  a 3 ed 8h dalla radiazione. GRK2 a 3h risulta essere localizzata 

principalmente sulla membrana plamsatica (D) riducendo 

significativamente i suoi livelli mitocondriali (E). Mentre ad 8 h aumentano 

i suoi livelli all'interno dei mitocondri, riducendo quelli di membrana, ed 

aumentando i livelli di SOD mitocondriale (E). Nessuna modifica di GRK2 

ĕ riscontrata nei livelli totali (C). 

Fig. 5: A) Analisi Citoflurimetrica con Mito Traker per la massa 

mitocondriale in HEK-293 in cellule con l' oversespressione di GRK2 (PC-

DNA GRK2) ed in cellule con il silensiamento di GRK2 (SiRNA-GRK2) 

con i rispettivi controlli (PC-DNA 3.1 and Scramble GRK2) , a 3 ed 8h 

dalla radiazione. Nelle cellule di controllo a 3 h la massa mitocondriale si 

riduce e poi viene recuperata ad 8h. Le cellule con l overespressione di 

GRK2 non mostrano alterazioni della massa mitocondriale a 3h dalla 
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radiazione, contrariamente le cellule con il silensiamento di GRK2 

evidenziano una riduzione della massa mitocondriale a 3 ed 8h dalla 

radiaione. B) Analisi citoflurimetrica della produzione di Ros mitocondriali 

tramite MitoSox, a 3 ed 8h dalla radiazione in cellule con l-overespressione 

e silenziamnto di GRK2 con i rispettivi controlli. A 3h dalla radiaione nelle 

cellule di controllo i ROS aumentano e poi ridursi ad 8h 

consequenzialmente alla massa mitocondriale , il silenziamnto di GRK2 

invece determina un aumento di ROS in risposta alla radiazione in maniera 

tempo dipendente. C) Valutazione del TMRE (Potenziale di membrana 

mitocondriale) a 3 ed 8h dalla radiazione con silenziamento (Si-RNA) ed 

overespressione di GRK2 (PC-DNAGRK2) rispetto ai controlli (PC-DNA 

3.1 and Scramble GRK2)  in HEK-293. Nei controlli il potenziale di 

memnraba mitocondriale si riduce a 3h e poi viene recuperato ad 8h. L' 

overespressione di GRK2 non mostra variazioni del potensiale di 

membrana mitocondriale in maniera tempo dipendente dalla radiazione. 

Contrariamente il silenziamento di GRK2 già  di base determina una 

riduzione del potensiale di membrana mitocondriale che non verra mai 

recuperato al in paragone alle cellule di controllo. D-E-F) Saggio 

metabolico mitocondriale in condizioni basali ed in risposta alla radiazione, 

nelle cellule di controllo(PC-DNA e Scramble)  ed in cellule con il 

silenziamento (Si-RNA)  ed overespressione di GRK2 (Pc-DNA-GRK2) . 

Nelle cellule con il l'overespressione di GRK2 sia in condizioni basali che 

in risposta alla radiazione mostrano un aumento del consumo di ossigeno, 

ATP e di respisrazione massima mitocondriale, contrariamente il 

silenziamento di GRK2 determina una notevole riduzione della 

respisrazione mitocondriale sia basalmente che in risposta alla radiazione. 
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Fig.6: Analisi morfologica mitocondriale tramite Microscopia elettronica a 

trasmissione (TEM) in condizioni basali ed in risposta a 3 ed 8 ore dalla 

radiazione, in cellule HEK-293  con l 'overespressione (PC-DNA GRK2)  e 

sileziamento di GRK2 (Si-RNA) . Nelle cellule di controllo (Pc-DNA 3.1 e 

SCRAMBLE-GRK2) in risposta alla radiazione nel citosol il numero di 

mitocondri risulta essere ridotto e nel dettaglio i mitocondri appaiono 

vacuolizzati e molti di loro presentano una mitofagia mitocondrio mediata 

con formazione di vesciole intra-citoplasmatiche pronte per essere 

degradate dai lisososmi . Ad 8 ore invece dalla radiazione, il numero di 

mitocondri risulta essere recuperato ed anche la morfologia in dettaglio 

risulta essere recuperata con formazione di mitocondri allungati  (fusione 

mitocondriale). In cellule con l' overespressione di GRK2 a 3 ed a 8 ore 

dalla radaiazioni non si riscontrano cambiamenti nel numero di mitocondri 

e nella morfologia basale  rispetto alla condizione basale. Contrariamente, 

invece, il silenziamento di GRK2 già  in condizioni basali determina una 

riduzione del numero di mitocondri con mitocondri che nel dettaglio 

risultano essere gia notevolmente danneggiati con creste dislargate . A 3 

ore dalla radiazione in queste cellule si evidenzia nel citosol la presenza di 

una grande vescicola autofagosoma all' interno della quale sono presenti 

tutti i mitocondri danneggiati che devono essere deputati alla degradazione 

lisosoma mediata. Ad 8 ore dalla radiazione molte di queste cellule sono 

andate incontro a meccanismi di morte cellulare.   

Fig.7 : A-B) Analisi di immunoprecipitato per GRK2 e mitofusina 1 e 2, in 

condizioni basali ed in risposta alla radiazione in HEK 293. L' analisi  

mostra il dinamismo di interazione in risposta alla radiazione ionizzante di 

GRK2 prima con mitosuina 1 a 3 h dalla radiazione e successivamente con 

mitofusina 2 ad 8 ore dalla radiazione. C) Immunoprecipitato tra GRK2, 
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hsp90 e mitofusina 1, in cellule di controllo in risposta alla radiazione ed in 

cellule in cui abbiamo overespresso GRK2 (PC-DNA GRK2 ) , 

overespresso GRK2 e silenziato HSP90 (PC-DNA GRK2 + Si-RNA 

HSP90) ed in cellule in cui abbiamo silenziato HSP90 (Si-RNA HSP90) , 

ad 1 ora e 3 ore dalla radiazione. L-overespressione di GRK2 anticipa 

l'interazione GRK2 -HSP90 e mitofusina 1 ad un ora dalla radiazione, nel 

controllo invece la formazione del complesso GRK2-Mitofusina-1 ed 

HSP90 si verifica a 3h dalla radiazione. Nessuna interazione invece è 

riscontrata nelle cellule in cui estata  silenziata la chaperonina  HSP90. D) 

Saggio di fosforilazione con proteine purificate per Mitofusina 1-2, HSP90  

e GRK2. L ' analisi densitometrica mostra che la chinasi GRK2 fosforila 

entrame le mitofusine 1-2, ed il segnale è potenziato dalla chaperonina 

HSP90.  E) Analisi morfologia mitocondriale tramite miscoscopia 

elettronica a trasmissione (TEM), per la valutazione della morfologia 

mitocondriale in risposta alla radiazione in cellule con l overespressione 

stabile di GRK2  e silenziato HSP90 (HEK-293 GRK2 + SiRNA HSP90) , 

in cui noostante l' oversepressione della chinasi GRK2 in assenza della 

chaperonina HSP90, non si preserva la funsione mitocondriale infatti si 

riscontra a 3h forte danno mitocondriale in risposta alla radiazione, con 

nuovamente mitocondri che perdono la loro funzionale morfologia e si 

riducono di numero. Ad 8 ore dalla radiazione molte delle cellule sono 

programmatamene morte.  
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