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ABSTRACT

SOD1 (Superoxide Dismutasésoforml) is an antioxidant enzyme, conserved in
any organism, and irvolved in oxidative stress celldefense. There are 3 different
SOD isoforms in the cell, but the main isoform is &n SOD, or SODIbcated in the
cytosol. Inthe last years, SOD1 studies arexponentially increasing sinceit was
found that this protein is involved in the motor neuron neurodegenerative disease,
known as amyotrophic lateral sclerosis (ALS).

In the cell, SOD1 carries out other functions1 addition to the antioxidant one. In
yeast S.cerevisise, it promotes the regulation of mitochondrial metabolism,
repressing the oxidative respiration, when the yeast grow on fermentable carbon
source, such as glucoseRecently, it was discovered a transcriptional function for
SOD1 uwler oxidative stress condition

Respiratory metabolism takes placein the inner mitochondrial membrane. VDAC1
(Voltage Depexdent Anion Channel) or porin, locatedn the outer mitochondrial
membrane allows the exchange of ions and metabolites between cytosol atite
inside of the organdle. S.cerevisiae survives the deletion of VDACL1 codifying gene
( porl), but it is unable to grow on not fermentable carbon sourcesuch as
glycerol, because itcannot perform the mitochondrial respiration. This defective
growth can be restoral by other eukaryoticporins, (like the human, murine and so
on), since the protein isconservedin the evolution.

In this work, we focusal on the SOD1 role in VDAGIielated mitochondrial
metabolism, to understand the relatiorships between both these proteins in the
cell.

The starting point of this work was serendipitous. The aim of the project was at
the beginning, to studythe interaction between VDAC1 and hSOD1 wild type and
hSOD1mutant forms involved in ALS,after co-transformation of Aporl strain.
Surprisingly the expprl st=is, ameaxperionéntalhcén®@d) 1
showed a very interesting phenotypewith the recovery of the defective growth of
mutant strain on not fermentative glycerol. Starting from this observation we
carried out the characterization of this strain Especially, we investigatedthe

mitochondrial functionality, and we demonstrated a recovery of mitochondrial



metabolism and the increaseof the outer mitochondrial membrane proteins gene
expressionin the presence of hSOD1Among them,the por2 gene encodingthe
second isoform of VDAC(yVDAC?2) resulted 8-times over expr emded
transformed with hSOD1 compared tocontrol Aporl1.

At the end sinceyVDAC?2 is grotein unknown until now, becauseit is expressed

at very low level in the cell we performed the electrophysiological
characterization of yVDAC2 reconbinant protein, highlighting its pore-forming
activity. Mor eover, t he epoq stais, provokes ao f

remodeling of cell wall composition and structure.

hSC



ABSTRACT

La superossido dismutasi(SOD)e un enzima antiossidante presentein tutti gli
eucariotbc he svolge |l a funzione di di fendere
Nonostante siano state descritte 3 isoforme diverse, la &n SOD, o SODg

| i sof or ma pneal adibtomsdaln.t eNegl i ul t i mi anni
di questa proteina €& cresciuto sempre di piu, dal momento che diverse mutazioni

della proteina sono state ritrovate in tessuti di pazienti affetti da sclerosi laterale
amiotrofica (SLA), una patologia neurodegenerativa, che colpisce i motoneuroni

del sistema nervoso.

Oltre alla funzione antiossidante, sono state descritte altre funzioni per la protean

SOD1. Ml lievito S.cerevisiae, SOD1 e coinvolta nella regolazione della repressione

del metabolismo mitocondriale, in quanto la cellula che cresce su glio utilizza

quasi esclusivamente la fermentazione per la produzione di energia, reprimendo la
respirazione ossidativa. Inoltre recentemente é stato dimostrato che SOD1 puo

agire da attivatore della trascrizione di geni coinvolti nella difesa allo stress
ossidativo e nella riparazione del DNA.

1 met abolismo respirativo che avviene al
favorito dalla presenza della proteina VDACL1 (Voltage Dependent Anion Channel)

Essa, localizzata sullamembrana mitocondriale esterra, assicura la sua
permeabilita, favorendo gli scambi di metaboliti e ioni tra il mitocondrio e il

citosol. In S.cerevisiae la delezione del gene che codifica per questa proteina (ceppo

Aporl) causa scompensi nella funzionalita del mitocondrio, a tal punto che la

cellula non é piu in grado di crescere e riprodursi utilizzando il glicerolo come

fonte di carbonio, proprio perché non e in grado di effettuare la respirazione
mitocondriale. Td e di fett o, pudo essere recuperato
proteine omologhe appartenenti a specie diverse, tra cui quella umana, a conferma

della conservazione della proteina durante il processo evolutivo.

Alla luce delle evidenze descritte, inquest | avor o e stata posta

funzione che | a SOD1 svolge all interno d
VDAC1 per comprendere il delicato ruolo di cooperazione svolto dalle due proteine

all’ " interno della cellul a.



-

E importante precisare | or i gi ne e i | modo con culi
protagonista di questa tesi di dottorato, ovveroil ceppo Aporl che esprime la
proteina umana SOD1. Questo ceppo, era stato generato come il controllo di un
esperimento in cui Aporl era stato trasformato contemporaneamente con le
sequenze codificanti la proteina umana VDAC1 e la proteina SOD1 wild type o
mut ant i coinvol ti nell a SLA. Attrawverso |
trasformato si vol eva studiare |Ivanes$uf et t o
metabolismo mitocondriale mediato da VDAC1, al fine di individuare una possibile
interazione funzionale tra le due proteine. La successiva analisi fenotipica del

ceppo controllo Aporl trasformato con hSOD1 umana ha permesso di osservare

un’inattesa e sorprendente ripresa dell a

awvio alla ricerca del meccanismo coinvoltoGli studi scaturiti, dimostrano che

| " es pr e ©iSADd reeupeh d funzionalitd mitocondriale del ceppolApori,

modul ando | espressione dell e prote ne de
incrementando la quantita dei mitocondri e le copie di nHDNA.Tale ceppo, moltre,

presenta un caratteristico rimodellamento della struttura della parete cellulare

che |l a rende piu resi st enfine@ statd chrattarzzata ne d i
|l i soforma yVDAC2, r i smulé prateine B-bamel delia u esp
membrana mitocondriale esternanel ceppoApor1 trasformato con hSOD1Questa

proteina, ad oggi poco conosciutasi € rivelata in grado di formare canali in

membr ane | ipidiche artificiald@i seppur con

principale yVDACL1.
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INTRODUZIONE

Il lievito S.cerevisiae

1. INTRODUZIONE

1.1 Il lievito Saccharomyces cerevisiae

Il lievito Saccharomyces cerevisiae € uno degli eucarioti unicellulari piu conosciuti e
piu studiati per la grande varieta di applicazioni biotecnologiche in cui puo essere
utilizzato. E probabilmente il lievito piti importante nell'ambito dell'alimentazione
umana, responsabile detipo piu comune di fermentazione quella alcolicamotivo
per cui, &€ stato usato fin dai tempi degli antichi Egizi peral produzione di pane e
birra. Oggi viene utilizzatoanchen el | * i ndust r pealagroduzioma die ut i c a
proteine ricombinanti, oltre che nella ricerca di base dove costituisce un buon
organismo modello per studi di bochimica e biologia molecolare, delciclo
cellulare,d e | me t a b o Integiten del genordae Il motivi che lo hanno reso
un organismo modello cosi diffuso sono moltei. Innanzitutto il fatto che pur
essendo un eucariotaunicellulare presenta strutture e meccanismi evolutivamente
vicine a quelle degli eucarioti superiori (fig.1.1). Non meno importanti sono

| * e c 0o no msuasicurezza,m quardo € un organismo fadmente coltivabile e
manipolabile, con una velocita di crescita abbastanza elevata rispetto ad altri
sistemi modello, non richiede sistemi di coltura costosi o ingombranti, e non é
patogeno. Queste caratteristichehanno favorito e sviluppato moltissime linee di

studio al fine di comprenderefino in fondo S.cerevisieae e sfruttarne al meglio le

Bacteria Archaea aulcam
Pisenioes Myxouyoots
Spirochelss  bactarie Entamosbes Aniraitn
e [oenossogin Fangl
Protachacieria Halophilen —
. Clinbea
Fogaliste
Tichomonads
-n *
Piplomonads

Figura 1.1. Albero filogenetico degli organismi viventi proposto da Carl Woese, elaborato analizzandc
|l o omol ogi e del | '($nistha). Da notaraaostretteaviciranzh BaSAnimali e FunghiFonte:
modificato da Woese C2002). Cellule di S.cerevisiae viste al microscopio ottico con ingrandimento 60x.
(destra).
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INTRODUZIONE

Il lievito S.cerevisiae
sue proprieta (Botstein D.,, 1997).

1.1.1 Caratteristiche genetiche del lievito

Il genoma del lievitoS.cerevisiae € stato il primo, tratutti i genomi degli eucarioti,
ad essere sequenziato per interonel 1996. Esso e composto da 12068 Kb
organizzat in un set aploide di 16 cromosomi (ShermarF., 1998), che include
6200 ORF (open reading frame)5800 ORFsono geni codificanti proteing 275
codificano per tRNA, 40 pr snRNA, e 140 genrocalizzati tutti sul cromosoma 12
codificano per rRNA. Al contrariodi quello degli eucarioti superiori, il genoma del
lievito & per la gran partecodificante (72%), e solo il 4% é rappresentato da introni
(fig. 1.2) (GoffeauA., 1996). L' 1 1d%utti i geni codificanti proteine partecipa al
metabolismo, il 3% e coinvolto nella produzione di energia,un‘altra percentuale
pari al 3% partecipa dla replicazione del DNA]I 7% alla trascrizione e il 6% alla
traduzione. (Goffeau A. 1996)Va precisato pergche solo tre quarti delle proteire
del lievito sono state caratterizzate funzionalmente. La restante pt invece e
ancora sconosciuta.

La completa conoscenza del genoma di lievito ha permesso di effettuacen
precisione la delezione di geni per approfondire lo studio della funzionedi alcune
proteine. Inoltre, il sequenziamento del genoma di altri organismi come nematodi ,
mosche topo e uomo ha confermato un alto livello di conservazione di sequenze e

funzi one nel luzorerirs marticdlaad, bdatoecheoil 30% dei geni di

A g B 6%
ALt
0000 OO O R A AV
(T 1 TR |
(AVAR 1 LRI TCCHA AT T LT RTAER AR VAT L TR AR RRTTAT TR TR T AN T
B0 OO
V1 RN
AZUI 11NN IR AR AR O T LR TR AT
I 1Ty M|
0K IO O G

19%

<

: KA et

Xl \ 44%

X1 IO WO 00O OO OO0 00 O 0 M 00000 =§‘§WE;‘;§§§§;
T TN T T QO B Vocium Expression
X1V NN RN D [ High Expression
bV UL R N T A I Repeat Masked
PV I TN IRTR TR R AN T |
Mito [

0 1 4 6 15 Base count (log2)
NO LOW MEDIUM HIGH REPEAT

Figura 1.2. Distribuzione genomica e livello dei trascritti del genoma di S.cerevisiae. A: i colori
rappresentano il diverso livello di espressione, i numeri romani corrispondono al numero dei cromosor
Mito=genoma mitocondriale B:livello di espressione dei trascritti(NagalakshmiU.,2008).
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Il lievito S.cerevisiae

S.cerevisiae sono omologhi a geni degli eucarioti superiori, gran parte delle
scoperte scientifiche fatte utilizzando il lievito come organismo modello si sono
dimostrate vere anche per i mammiferi, incluso | * u o mo . Numer osi
meccanismimolecolari conservati nei due organismi:la replicazione del DNA, la
sintesi proteica e le modificazioni postiraduzionali, i pathway metabolici ed
energetici, il ciclo cellulare, la trasduzione del s@nale edl apoptosi (Botstein D,
1997).

Come tutti gli organismi eucariotici il lievito possiede dei mitocondri con un
proprio genoma (MtDNA), i cui geni e la loro struttura intronica a mosaico sono
stati identificati per la prima volta proprio in questo organismo. Il genoma
mitocondriale di S.cerevisiae € caratterizzato dauna bassa densita genica ed é
altamente eterogeneo nella composizione in basi. Il contenuto in A+T € molto alto
contro la coppia G+C che rapgsenta solo il 30% del totale dellebasi azotate
(Foury et al, 1998). mtDNA e lungo circa 85000 paia di basi e contiene 7 ORfen
10 geni che codificano per componenti del macchinario di traduzione
mitocondriale e per circa il 15 % di proteine mitocondriali (Sherman F,, 1998).
Esistono ceppi mutanti di lievito che hanno perso il DNA mitocondrialeo ne
presentano un numero bassissimo di copi€Questi mutanti, conosciuti con il nome
di petite o mutanti rhoO, non hanno componenti della catena respatoria
codificate a partire da mtDNA,quali il citocromo b, la subunita del complesso
del | * AT Pcanspkessaeecitodrento ossidasicaratteristica che non gli permette
di effettuare la respirazione mitocondriale quando la cellula cresce su glicerolo.
Essi infatti, risultano vitali esclusivamentequando cresconosu fonti di carbonio

fermentabili come il glucosio(ShermanF., 1998).

1.1.2 Le fasi di crescita e il ciclo cellulare del lievito

La proliferazione cellulare di S.cerevisiae pud essere descritta dal fenomeno di
crescitadella popolazionee dal ciclo cellulareInfatti il termine “crescita’, nel caso
del lievito, cosi come degli organismi unicellularidescrive sia un aumento in
massa cellulareche unaumento nel numero di individui di una popolazione.
Durante la crescitg una coltura di lieviti attraversa quattro fasi: fase di latenza,

fase logaritmica, fase di rallentamento e fase stazionariQuando una coltura di

10
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lieviti € inoculata in terreno fresco, le cellule attraversano una fase di latenza in cui
sono metabolicamente attive ma non si dividono Held P., 2010). La durata e

| * e soheednqmiesta fase dipende dalla misura iniziale della popolazione e dalle
condizioni ambientali (temperatura, pH, concentrazione di alcol, ossigensali e
nutrienti vari ). Non appena le cellula si & adattata a queste nuove condizidnizia

la replicazione del DNA che culmina con la divisione cellulare. Cosi la coltura entra
in fase esponenziale o logaritmica,durante la quale le cellule seguono un
metabolismo per lo piu glicolitico o fermentativo (TissenaumH.A. eGuarente..,
2002). In questa fase il fattore limitante € il glucosio, infatti non appena il numero
di cellule raggiunge un certo livello e il glucosio inizia a scarseggiare, la
popolazione inizia arallentare il ritmo di crescita, innescandolo shift diauxico,
ovvero il passaygio da un metabolismo di tipo fermentativo a uno di tipo
respirativo in cui consumano i substrati prodotti nella fase precedente (etanolo e
acetato). Cosi pian pianpla coltura raggiunge la fase stazionaria nella quale le
cellule smettono di riprodursi e diventano resistenti a qualunque tipo di stress sia
nutritivo che ambientale. In questacondizione i lieviti sono capaci di sopravvivere
per alcuni mesi(fig. 1.3A).

La crescita dunquee una conseguenza della sintesi proteica che avviene in modo
continuo durante il ciclo cellulare del singolo individuo. All > interno
cellulare ci sono invece eventi discontinui che si verificano una volta soltanto ad

ogni ciclo, come la replicazione debgenoma la mitosi e la divisione celilare

A, Spindle
A B Nodiese - 6)/; Inrm.‘:t.mn
migration V77 e o
/ o \ g L ),\J )
Stationary Phase N Gz . X
tion Pt ( L Chromosoma
Deceleraton Phase \
£ 1.5 e - - p g ™M segregation;
= nuclear division
g
® DNA
g 1.04 replication s .,
2 R
3 i —
oz | = = ™
g @ ¥ ©70)
3 (), ’ \o—
< 05‘ Lag Phase Bud e’ = e,
emergence | - 5
A 1
. >\ Cytokinesis
pindle pole ( ) =¥
0.0 v v body \ O/ \() )
0 5 10 duplication e~ { 4
START N
. Growth
Time (hours) 5N
(O)
-

Figura 1.3. Fasi di crescita e ciclo cellulare di S.cerevisiae. A: Curva di crescita di una popolazione di lievit
in funzione del tempo. Nella curva sigmoidea si possono distinguere le tipiche 4 f&i.Fasi del ciclo cellulare
(Fonte: Held P, 2010).
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(Alberghina L., 2012). Il ciclo cellulare degli eucarioti & diviso in 4 fasi: G1 (gap 1),
S (sintesi di DNA),G2 (gap 2) ed M(mitosi). Durante la fase S avviene la
replicazione del DNA mentre le fasi G1 e G2 sono rispettivamente di preparazione
alla fase S e di controlladella fase Mche rappresenta il momento di divisione
cellulare vero e proprio (fig. 1.3B). Nel lievito la fase G1 & uguale a quellagli
eucarioti superiori, tranne per la formazione delfuso mitotico che inizia ad
avvenire giadurante la fase Snel lievito infatti, non esiste una vea e propria fase
G2. Inoltre la membrana nucleare non si disgrega ma rimane intatta durante tutte
le fasi (GershorH. e GershonD,, 2000). InfaseG1la cellulainizia la replicazione di
tutti gli organelli e apparati necessa a ripetere il processq per poidividerli piu o
meno equamentee donarli cosi alla cellula figlia. Oltre a queste fasi nel lievito

viene individuata un’ulteriore fase aggiu
con il nome di Start. Durante la fase f&rt vengono integrati tutti i segnali
provenient i edtarolconagoetiiintéemit @isponibilita di nutrienti,
temperatura, presenza di fattori di mating, stato dei macchinari di sintesi proteica

e metabolici) ed e proprio in questo momento che l&ellula decide se entrare in un

nuovo ciclo cellularg proseguire per vie alternative come sporulazione,
coniugazione o entrare in fase stazionaria (Alberghin&., 2012). La futura cellula

figlia appare durante la fase G1 come un rigonfiamento sulla sugiee della cellula

madre detto gemma o bud. La crescita della gemma fornisce un indicatore
morfologico della progressione del ciclo cellulare (HartwellL.H, 1974). Una

peculiaritd del lievito S.cerevisiae € la divisione di tipo asimmetrico (ChenK.C,

2000), infatti la citodieresi da luogo a una cellula figlia piu piccola della cellula

madre. Cosi mentre la cellula madre dopo la divisione va incontro nuovamente a
gemmazione, la cellula figlia entra in una fase G1 piu estesa, perché deve crescere e
raggiungere una adeguata dimesione prima di formare la suaprima gemma. E

stato visto che qiesto processo non é&sempre uguale ma cambia in relazionalla

fase di crescita in cui S i trova | intera
sono piu simmetrichee la fase G1 della cellula figlia si accorc{€henK.C, 2000).

Anche i nutrienti influenzano la simmetria delle divisioni: in terreni poveri di

nutrienti la cellula figlia ha dimensioni molto piu ridotte rispetto alla cellula madre,
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per cui la fase G1 sallunga eccessivamente, mentre in terreni ricchi di nutrienti
| " asi mmet r(figal.3B(Alberghird L.,2@&12).

crescita vegetativa

1.1.3 La riproduzione del lievito E‘L:f[liLlEﬂZ—:iL'J[ll'.‘P@ delle cellule aploidi

5
1 rottura dell’ ascoy

S. cerevisiae puo avere sia un corredo @@/\(@ @

. i . . @ cellule @q
cromosomico aploide che diploide. La ! i @ diploidi
. CD buon
grandezza della cellulavaria dalla forma  roturiy i A uubmum@
dell'asca nutritivo
diploide a quella aploide en base alla fase B l
ra due
e ISE‘US['_‘IUJL‘

di crescita. Lle cellule aploidi sono sferoidi

@O’

meinsi I
"y

e piu piccolee presentano un diameéro di crescita |
vegetativa \_
dech cellule

circa 4 pm contro i 5x6 um di una cellula ;5

)/ ambiente nutritivo
povero
asco contenente

diploide, la qualeha unaforma pit o meno quattro

ascospore aploidi

ellissoidale (Sheman F., 2002). Le cellule figura 1.4 Rappresentazione schematica dei
due tipi di riproduzione di S.cerevisiae, in

possono mtraprendere modalita di relazione alle condizioni nutritive in cui si trovanc

crescita dternative tutte regolate dalle 'ecellule.

condizioni nutritive in cui si trovano, eccetto il mating. Se hanno adeguate
condizioni nutritive sia le cellule aploidi che le diploidi vanno incontro acrescita
vegetativa, quindi a mitosi (Dickinson J.R. eSchweizer M., 2004). La crescita
vegetativa (fig. 1.4) avviene per gemmazionela cellula figlia prende origine da un
rigonfiamento (bud) della cellula madre, seguita da divisione nucleare, formazione

della paretecellulare infine separazione. Ogni cellula madre pudormare circa 20-

30 buds, i quali dopo il distacco della cellula figlia lasciano una cicatriceb{d-scar)

ben visibile al microscopio confocale Per cui l > eta di una
determinata contando il numero di bud-scar. (Sherman F, 2002). Anche la
riproduzione sessuale € importante nei lieviti; infatti le cellule aploidi possono
appartenere a uno déle due tipologie di mating a Le cellule appartenenti ai
duetipidimat i ng producono feror moni di ver si d
presentano sulla superfice cellulare dei recettori per i ferormoni delipo di mating

opposto. Quando i fattori si legano ai recettori pFsenti sule cellule di mating

oppost o, avviene | > arresto i n fase G1 d
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protuberanze che potano alla fusione delle cellulee alla formazione di una cellula
diploide. In carenza di nutrienti azotati e di carbonio, le cdlle diploidi vanno
incontro a meiosi e sporulazione producendo 4 sporeakcus). Le spore hanno una
grandissima resistenza alle carenze nutritive e a condizioni ambientali avverse, e
nel momento in cui $ ha un miglioramento ambientalesono capaci di gerrmare e

riprendere il ciclo vitale da aploidi (DickinsonJ.R. é&chweizerM., 2004).

1.1.4 Caratteristiche citologiche del lievito

Nonostante il lievito S.cerevisiae sia un eucariote unicellulare,esso possiede le

stesse strutture cellulari degli eucariot pluricellulari, ovvero presenta organelli

circondati da membrana. La membrana plasmatica protegge la cellula

dal |l " ambiente esterno, me acthiude il Imaterialee mbr an

genetico. La membranainterna dei mitocondri & coinvolta nella generazine di

energia chimica, mentrequelledell’ appar at o di Gol gi e del roe

presiedono alla sintesi e alle modificazioni postraduzionali delle proteine. Le

membrane dei perossisomi e quelle dei vacuoli svolgono funzioni digestive e di

riserva di metaboliti (Van der RestM.E, 1995). Un’ altra caratteris

del lievito, in comune con gli eucarioti superiori € la presenza del citoscheletro,

formato da un network intracellulare di filamenti di actina i quali supportano la

cellula dal punto di vista meccanico.Essoinoltre svolge una funzione rilevante

nella divisione cellulare in quanto il suo orientamento polare permette la divisione
asimmetrica durante la gemmazione

Mitochondrion \ (Alberts B., 2008).

-
Golgi apparatus f

ﬁ mesome  Strutture tipiche degli eucarioti, una

Micro bodies

Nonostante la presenza di queste

caratteristica rende le cellule di lievito

Vacuole

& i molto simili ai batteri: si tratta della

parete cellulare, che avvolge tutta la

Quter envelope

Figura 1.5: Struttura schematica diunacellula Cellula aldila della membrana plasmatica

di lievito (Biocourseware team TouchApp Ltd . .
2012). Essa e composta principalmente da
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mannoproteine e glucani esvolge funzione di mantenimento della forma cellulare,
di protezione dagli stress termico, meccanico e osmotico che possoderivare
dal | ' ambi e rQide V. e&.d98)r La gparete cellulare & connessa alla
membrana plasmatica da catene di glucani ehitina che attraversano lo spazio
periplasmatico. La chitina che compone la parete cellulare & una caratteristica del
regno dei funghi a differenza del peptidoglican@resente neibatteri.

La membrana plasmaticar acchi ude tutt o | Cosltmite enat e ce
barriera impermeabile per le molecole idrofiliche (aminoacidi, zuccheri, o ionj, il

cui ingresso o espulsione € mediatda proteine specializzateche intervengonoa
secondo ddéle necessita metaboliche della cellulé&Essaé compostada lipidi polari e
proteine intrinseche, le quali attraversano completamente il doppio strato
fosfolipidico, e proteine estrinseche, le quali sporgono da un solo lato della
membrana. Queste proteine sono per Ipiu trasportatori di zuccheri, aminoacidi e
ATPasedi membrana (Van der RestM.E, 1995). Mentre negli eucarioti superiori la
fluidita della membrana e assicurata dal colesterolo, nel lievito questa molecoda
sostituita dal | ' er g oMBE., €996)] Hume(odéaevidendes r Re
dimostrano che anche nel lieito la membrana plasmatica varia la sua
composizione a seconda delle condizioni ambientali aerobiche o anaerobiche.
Quando le cellule si trovano in ambiente anaerobic@ssacontiene molti pit acidi
grassi saturi, meno ergosterolo e squalene. Questa comEsne pud essere
spiegat a c o ndelld cellula cdia gindetizzate aquesti composti senza
ossigeno (shtar Snoek and Steensma, 2007). Come le piante, le cellule di lievito
hanno uno o piu vacuolicon funzione di deposito divari enzimi e aminoacidi uili
alla sintesi proteica. Anche i prodotti di scarto derivanti dalla degradazione di

metabol i ti vengono riversat. all’ i nterno ¢

1.1.5 La parete cellulare del lievito

La parete cellulare del lievito e stata definitada OkadaH. (2016) un complesso
organello extracellulare, essenziale nella vita della cellulasenzaparete il lievito
sarebbe incapace di proliferare. E una struttura rigida e molto resistente la cui

architettura e stata sin da sempre studiatapoiché capire la sua vera natura e
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A
81,3 ] W\ S\ 7,
516 b N\ems {58 B
glucans e Lreuited .J/ i ~
/‘.,, et Y 7 Componente Percentuale
Cell i ‘e o~ della parete
.- £1,3 glucan oo chitin
synthase e 1,3 p-glucani 50
.. ergosterol 3 i
-~ 1,6 p-glucani 10
Fo Sy~ % Mannoproteine 40
( Chitina 1-3
Figura 1.6. Struttura schematica della parete cellulare. A: In evidenziala stratificazione delle dverse
component.i e ‘siatase locatizzatdsullg hembrana mlasmaticacon il compito di assemblare

le molecole di glucani(Atlas of fungal infections.Richard Diamonds ED.1999)B: Percentuale delle singols
componenti della paretecalcolate sul peso totale a secco delle cellule.

composizionepu 0 essere d’aiuto nel trovare meto
Inoltre la parete cellulare costituisce il bersaglio di tante terapie antifungine

altamente specifiche in quanto la parete e una struttura assente nelle cellule degli

altri eucarioti. Partendo dunque dallo studio della parete di. cerevisiae, € stato

possibile comprendere molti aspettiche riguardano la biosintesi da composizione

di essa in altre specie fungine patogene. Tali studi hanno condotto allo sviluppo di
antibiotici antimicotici specificiec on v ar i meccani s mi d’"azion
La rigidita della parete cellulare costit
extracellulare. Essa assicura il mantenimento del giusto turgore cellulare
impedendo lo stress di tipo osmotico, defiisce la forma cellulare e costituisce la

sede di glicoproteine recettoriald.i che me
altre cellule e con i ferormoni secreti dalle cellule stesséKlis F.M.,2006; Cid, V. J.,

1995). La parete cellulare € composta daquattro componenti principali,
polisaccaridi 31,3-glucani, f1,6-glucani, chitina e varie mannoproteing(Orlean P.,

2012). Esistono di due tipi di mannoproteine: le GPICPW (
glycosylphosphatidylinositol cell wall proteins) legate covalentemente ai glucani e

le Pir-CWP le quali presentano ripetizioni di piccole sequenze aminoacidiche

interne. La composizione della parete cellulare dipende molto dalle condizioni
ambientali, dai fattori di stress quali temperatura,agenti tossici e dalla presenza di

ferormoni (KlisF.M, 1994; CidV.J, 1995).
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In S.cerevisiae la parete cellulare costituisce circa il 30% del peso asciutto della
cellula e il tra il 20 e il 50% del volume come indicanocalcoli effettuati grazie alla
microscopia elettronica. (Orlean, P.1997). Essa si presentsstratificata (fig. 1.6),
con uno strato piu interno trasparente di circa 76100 nm il cui spessore varia in
base a condizioni di crescita o genetiche e uno strato esterrmu denso agli
elettroni di circa 60-100 nm (CappellaroC., 1994; OsumM., 1998).

La resistenza della parete @lulare € dovuta principalmente allo strato interno

f or mat o-gldcani echitin&che rappresentano circa il 5660%. Lo strato piu
esterno € composto da mannoproteine altamente glicosilate che sporgono sulla
superfice cellulare coinvolte nel meccanismo di riconoscimento cellueellula e

nella difesa da eventuali enzimi estranei che potrebbero degradare lo strato piu

interno, comead esempio,al cuni enzi mi dei tessuti del |

proteine legate alle catene di carboidrati hanno molti ponti fosfodiesterici che
conferiscono carica negativa alla superfice cellulare a pH fisiologi¢digami Y.,
1999). Tali cariche s ono r e s p o wrefitichai della patetel dellulare e

potrebbero essere coinvolten el | " accumul o di d pegadiadi per
siccita.

La parge cellulare € altamente elastica, in quanto le celluleimmerse in una
soluzione ipertonica si raggrinziscono e possono perdere fino al 60% del volume
iniziale. Questo processo € reversibile, infatquando le cellule si riportano nel
terreno di partenza esse risssumono i | v ol u me elastcita 2i davute .
principalmente alle proprietad e i  -gdutani3

I glucani costituiscono il 3660% del peso secco della parete cellulare e possono
essere clasif i cat i i n b as ¢1,6ache né eogferisce la golubiliga ine
solventi diversi. La frazione presente con una percentuale maggiore35%),
insolubile in acidi o solventi alcalini e costituita da polimeri di circa 1500 unita di
glucosio legati da legamd 1 ., Qesti polimeri presentano qualche ramificazione
costituita da cat ene 13gluceani eohnessedal glu@osio del polimero
principale dalegamef3 6, estremita non riducente di
alla chitina che le rende insoludi. Una seconda frazione (20%) é&omposta da
polimeri con la stessa struttura descrittama risulta solubile in solventi alcaliniin

qguanto non contiene molecole di chitina. Una terza frazione (5%) puo essere
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estratta dalla frazione alcalineinsolubile mediante acidi, o mediante la digestione
con endo (1,6-glucanase. Questa frazione e costituita da polimeri di circa 140
residui di glucosio leati tra di loro da legami glicosidici 31,6. Sonopolimeri
altamente ramificati e hanno in ruolo di connettere le proteine della parete
cellulare aif1,3-glucani.

La chitina rappresenta solol 3% del peso secco della parete cellulareetilievito
wild type in condizioni fisiologicheee d € cost i t ui polmerddadirda’ i nsi e
110 r es i d-M-acetidlucosgnminad (KangM.S, 1984). Normalmente la
maggior parte di chitina & depositata nel setto di divisione primariocioé nella
strozzatura che si tova tra la cellula madre e la gemma nascente, mentre un sottile
strato si ritrova nella parete laterale. Questo polimero si puo trovare in tre forme:
chitina libera, chitina legata aif31,3-glucani nel setto di divisione o legata a81,6-
glucani a loro vota legati ai mannani e ap1,3-glucani (CabibE. e Duran A.,2005;
CabibE.,2009). La quantita di chitina aumenta in risposta al legame dei ferormoni

O in seguito a stress. Il n quest’ udpud mo ¢c a
raggiungere il 20% in peso di tutta la parete cellularg(Kapteyn J.C.1999; Popolo
L.,1997).

Le mannoproteine che formano lo strato esterno della parete sono altamente
glicosilate con una percentuaé di carboidrati che supera il 90%. Si distinguono in
proteine proprie della parete e proteine legate temporaneamenteMrsaV., 1997).

Lo strato di proteine esterno € meno permeabile alle macromolecole dello strato
fibrillare costituito da glucani, effetto dovuto alla presenza di catene laterali lunghe

e altamemente carbonilate legate ai residui di asparagina e alla presenza di ponti
disolfuro. Ci sono due classi di proteine legate covalentemente alla parete cellulare:
GPICWP e PHCWP.

Le GPICWP sono legate indirettamente g81,3-glucani mediante il legame con un
B1,6-glucano, il qualep o i S i agganci a3ghdtani nne.temmvasinek d e i
sono presenti circa 70 proteine GPI, di cui 40 si legano alla membrana plasmatica e
le rimanenti si leganoalla parete cellulare. Essepresentano ripetizioni di regioni
ricche in serine e treonine che sono aminoacidi disponibili perla O ed N
glicosilazione (CaroL.H.,1997).
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Le PirCWP sono legate direttamente a31,3 glucani. InS.cerevisiae sono state

individ uate quattro famiglie di tali proteine organizzate in modo simile. Esse
presentano una sequenza cost i-terminadleadadm un p
sito per Kex2 (serina-pr ot easi responsabile del | " att
secrezione) e da una sequenza ripetuta fino a 11 volte con 4 residui di cisteine in
posizione consenata.

Le proteine della parete svolgono diverse funzioni, alcune delle quali ancora oggi

non sono state chiarite. Alcungroteinesono coi nv ol t ellula-eellula’ ade s
dur ant e | "agglutinazione sessualimrveceo dur
presentano funzione enzimatica.

La parete cellulare non e un entita statica ma va incontro a rimodellamento nel

corso del ciclo cellulare. Quando una cellula madre inizia a gemmare, vengono
innescate una serie di reazioni che portano alla degradazione della pagenel

punto in cui deve formarsi il setto di divisione. La crescita della massa cellulare

invece richiede un insieme di enzimi che hanno il compito di assemblare le varie
componenti. Mentre la sintesi di chitina edi 3 1 -gl@cani avviene sulla membrana
plasmaticagrazie alle chitin-sintase attive nelle vicinanze del stto di divisione, il

legame deif3 16-glucani con le proteine GPavviene al di fuori di essaad opera di

enzimi chiamatitransglicosilasi (Orlean P., 202).

La si ntl@glicangdievecevvi ene ad opera del-pf’"enzin
glucanosintase, localizzato nel sito di crescita polarizzata sulla membrana
plasmatica delle cellule madri UtsugiT.,2002).

Le mannoproteine sono sintetizzate nel Ilme del reticolo endopbsmatico e
modificate con i glucani attraverso legame Mglicosidico. Questi glucani vengono

p oi allungat. nell  apparat o -14 mannaro b tei per
catene laterali che possno avere fino a 200 residui(Jigami Y., 2008). Alcune
mannoproteine vanno incontro a Gglicosilazione nel ER processocon cui vengono

aggiunti allo scaffold proteico fino a 5 oligosaccaridi lineari di mannosio sui residuli

di serina o treonina | geni che codificano per tutte le proteine coinelte in questi

processi sono circa 180

Diversi esperimeni di sopravvivenza di mutanti ottenuti per delezione hanno

rivelato che quasi un quarto dei geni diS.cerevisiae causaanomalie alla parete
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cellulare (de Groot P.W.,2001). Tali anomalie sono stateanalizzate mediante

| > osservazione della resistenza o sensibi
composizione come caffeina, Zymolyase, SDS, calcofluoro e Congo redjubsto

modo sono stae individuate le vie di trasduzione del segnaleche assicwano

| integrita della parete cellulare (cell wall integrity signal transduction) e che

portano alla modificazione della parete in seguito a stress di tipo ambientale come

elevate temperature, legame di ferormoni, shock osmotico, agenti chimici
pressione d turgore o stress provenienti dal reticolo endoplasmaticqfig.1.7). Le

vie coinvolte, vengono innescate daegnal provenienti dalla parete cellulae, con
conseguente attivazione dellacascata delle MAPkinasi (Slt2) che regolano il
rimodellamento della parete cellulare (LevinD.E.,2011).

Un‘altra via di trasduzione del segnale e quedl che si innesca in risposta all a |l t a
osmolarita da glicerolo(HOG pathway) la quale e coinvolt pure nella risposta al

danno della parete causato dalla digestione dfil,3-glucanad opera del |l ' e
Zymolyase. (BermejoC.,2008).

G1  Filamentation S/G2 G2/M Sporulation

' ¥ ‘
Cln-Cdc28 RAMN Kss1 l
whis< |/ |
VSBF  Ace2 NEtSD
HSPT150||CWPT|CHS2 |8
FKS1 CRH1 PIRT  |lcwrZ|cisa (B
GAS1 DSE2 PIR3 TiR1 |SEDT

CHS1 TCHSZICRRT | B

CW stress Temp. Low Ca2+ Mating ? Low Low

\ / glufose \f:;:tor l 0O, iron

PKC pathway Snft  Calcineurin Rho1

I 1 b

Rim1 Mig1 Crz1  Skn7 Aft1

MNTE  OCH1
SCW10 PR3

Figura 1.7: Regolazione dell’espressione dei geni coinvolti nella biosintesi della parete cellulare
durante il ciclo cellulare (A) in seguito a stimoli esterni (B). i riquadri contengono i @ni che sono
controllati dallo stesso fattore di trascrizioneo dalla stessa via metabolicdn nero i geni coinvolti nella sintesi
di glucani, in verde quelli coinvolti nella sintesi di chitina, in rosso geni per la sintesi simannoproteine e in
grigio i geni che mediano il imodellamento(Fonte: LesageG.e BusseyH.,2006)
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1.2 Il mitocondrio e la respirazione ossidativa

1 mi tocondrio €& | ’”organell o che pdiu
vita complesse sulla Terra in quanto essendopresente in tutti gli eucarioti,
provvede a rifornire di energia chimica la cellulal mitocondri sono formati da un
sistema complesso di doppie membranda cui origine si fa risalire a qualche
proteobatterio inglobato in una cellula piu grande circa 1.5 miliardi di anni fa.
Questa ipotesi, conosciuta corl nome di Teoria Ehdosimbiontica (Dyall S.D, 2004;
Lynn M., 2009 e confermata dalla presenza del genoma mitocondriale (mtDNA)
quale presenta alcune caratteristiche strutturali e funzionali analoghe quelle dei

batteri. Sebbene il mtDNA codifibi solo per alcune subunita deicomplessidella

A Mitochondrion Matrix

QOuter membrane — \ ga
Inner

membrane Electrons
carried by NADH

Space
between
membranes

r
acid
Glucose _ . Pyruvic Stage 3:
Electron
Cytoplasm vA‘TP lynt‘l:\::'en’
action
co,
Mitochondrion co,
ATP ATP ATP
B Intermembranous Space |“ H* H* aw
(]
0w . i Complex Il Rivin Complex IV " aw
o 0 chro ec:,. ) synthase
”..-"" - L vy
Complex | CoQ wﬁ o " Wﬂ‘ - e
: Jawi (M8 LIvVYY
1t T [ UAVSERTITS
kil e
- 1" i‘** “ 4 "
e - ' i
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gl 2 Y, ADP
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Figura 1.8. Rappresentazione della struttura dei mitocondri e delle reazioni che avvengono al suo
interno. A: il mitocondrio, delimitato da due sistemi di membrana, & sede del ciclo di Krebs che avviene n
matrice e dela fodorilazione ossidativa sulla menbrana interna. Fotografia di un mitocondrio a
microscospio elettronico (in alto a sinistra).B: Enzimi della catena di respirazione sulla membrana interna.
evidenza i passaggi di pneontbe minade& Un altat oi aldal da
| eventual e anione superossido prodotto e river
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catena respiratoria (ancora non € noto il meccanismo di trasferimento degli altri

geni al nucleo)gli eucarioti hanno sviluppato una seria di canali e trasportabri

utili per importare le protei ne tr ascr i tinteno we Mmitocondti.o s o |

Alcuni di essi sonoi complessi TIM (trasportatore della membrana interna), TOM
(trasportatore della membrana esterna) evari chaperon mitocondriali (HSF60 e
MTHSF0) (Mokranjac D. e Neupert W., 2005). Il mitocondrio é caratterizzato da
membrane che delimitano due compartimenti diversi: la matriceracchiusa dalla
membrana interna (IMM), altamente selettiva e invaginata a formare creste, e lo
spazio intermembrana (IMS),che si estende oltre la IMM,é delimitato dalla
membrana esterna (OMM) la quale & permeabile a molecole fino a 5 KDa.

Come gia detto il mitocondrioe la sede della produzione della maggior parte di
ATP. Quando una molecola di glucosio viene convertita inrpvato mediante la

glicolisi, si ottiene una piccola quantita di molecole di ATRI mitocondrio invece &

in grado di rilasciare tutta | energia

Krebs o degli acidi tricarbossilici e la feforilazione ossidativa Oltre d piruvato,
anche gli acidi grassi vengono trasformati in acetil Coa | | ' i reltmiacondrio d
(attraverso la B-ossidazione)per poi entrare nel ciclo di Krebsed essere degradait
completamente a C@ Durante questa degradazione vengono prodottNADH e
FADR che forniscono equivalenti riducentialla catena di trasporto degli elettroni.
Essae formata da 5 complessi:

- complesso I: NADH deidrogenasi

- complesso Il succinato deidrogenasi

- complesso lll: citocromo c reduttasi

- complesso IV: cit@eromo c ossidase

- complesso V: AYP sintetase.

Man mano che gli elettroni si spostano da un complessad dltro, |
immagazzinata sottoforma di gradiente elettrochimico di ioni H+ attraverso la
membrana interna dando luogo a un potenziale di mmbrana negativo (intorno a
180 mV). Questi ioni H+ vengono forzati a rientrare nella matricgpassando dal
complesso V, che accoppia la forza proton motrice alla fosforilazione di ADP ad
ATP. L ATP viene rilasciato nel InxleotidMS

adeninici (ANT) il quale scambia molecole di ATP con ADP da far rientrare nella
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matrice per rif or sintetasi. Dallo spazio memeéengrana, pdi,T P
| " ATP esce dal mi t o c ced @codi dispoaibilé nmelacitosol ps 0

essere utilizzato in altre reazioni che richiedono energia chimica

1.2.1 Le proteine VDAC

La famiglia VDAC (Voltage-Dependent Anion @annel) conosduta anche con il
nome di porine mitocondriali rappresentano le proteine piu abbondantidella
membrana mitocondriale esterna, dove svolgono un ruolo rilevante in vari
processi cellulari, nella regolazione del metabolismo e nella morte cellulare. Esse
mediano lo scambio di ioni e metaboliti tra citosol e mitocondrioassicurando una
buona funzionalitd dei conplessi mitocondriali e la produzione di energia.
Scoperte nel 1974 in Paramecium tetraurelia (Schein S.J., 19763i pensache si
siano evolute direttamente dalle porine OmpFdella membrana dei batteri Gram
Negativi. Nonostante le sequenze geniche delleporine batteriche e di quelle

eucariotiche condividano una similarita di circa il 13 %,essehanno una struttura

1 19 29 39 a9 59
== 1 2 S MS|PIZVE4SIMI SR L LNJ{D F| ll.",‘TPAAFV::;T T|AN{e I :\‘:‘?iLKF‘KQP‘-.”KDGPLSTN‘-.-‘
HVDREL ....owwiws s MAVPIZTRAN ‘T 5. LIKLPLIKWKISIEN[¢LE ‘:‘1SS;;SAN‘Z‘ETTKVTGS:‘
HVDAC2 MATHGQTCARPMCIPIZSPARILGE NG TE.LVKLVKKFC. BIS|ITSIGSSNTDTGKVTGT|L
HVDRC3  omvvs = v 5 5d MCNTISTRCIY LG K VF NG Y|GF G . MVK IBLKEK s/Cs[Ev ERSIT SIGBA YD TGKASGN|L

0 0 : : 129
NDKQTERRGTEO K1 N . [T T sTEGVAR. [SAVLNT IF|T[JP FFTARGA
RWTE|[Y[e3AT|FUyE EI| D) j’i S|S|F N 1 | TKTGYKIREHINLGED
KWCE|Y[E38 T/F gy~ F DT F |sIGKT KS S[¢[KRECINLGED
KVCN {38 T|FpyC EI| NIK|L FIVIZN T GI3K|SIGK|LK/A S[Y/KRDCF SVGSN

13(? 0 19(_)
porl FELCLKS AH VIGEAEFGYD|I[S VT 2 Y SPGATLNEQI TTVDFF[EN
HVDAC1 MPFDIACG y ) MN|F E[T|A lols NIFEYvIG TINVRID|GTEF GG S I[Y[§K
HVDAC2 VPFDFAC Y FD|s|n [RINNFEWIG VRIDIGTEFGGS I|v{ex
HVDAC3 VIDF S wL/AleY QMS|E DIT|A LG HTHVIDGTEFGGS I[Y[§K

200 230

porl NAF|LIQV M SINIVN I A S SQVEKENAYS
HVDAC1 NKK[LE|T. .AV,\'TAE“.TAGNEN7?.':‘GI AIKMOIPP DACEF SELV:S
HVDAC2 CED[L[DT|. . \ W NICITRF N
HVDAC3 NEK[[ET

279
porl KLEEE e S|F DR
HVDAC1 NAGGJ84LIE1.G LEF O
HVDAC2 NAGG LALELEE
HVDAC3 SAGG LGFELEE

Figura 1.9. Multiallineamento delle sequenze amminoacidiche di VDAC1 di lievito (porl) e le tre
isoforme umane. In giallo sono evidenziati i residui di cisteing in rosso gli amminoacidi identici(Fonte:
MessinaA., 2012).
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secondaria ben conservata. Le subunita di OmgEhe si assemblano gormare un
trimero) hanno una struttura 3-barrel dil 6 -stfands con aminoacidi idrofobici a
contatto con la membrana e aminoacididrofilici che sporgono verso il poro
acquoso. Le similaritd vanno oltre la struttura in quanto caratterizzazioni
elettrofisiologiche su membrane artificiali di tali porine, hanno dimostrato che
sono in grado di modulare la loro apertura e chiusuramostrando una voltaggio
dipendenza simile a quella delle porine degli eucariot{Delcour A.H, 1989). Nei
mammiferi le proteine VDACpr esent ano -bartelrdi tl ©O ustfands 3
composta da 280 aminoacidi con un peso megolare di 28-32 kDa circa. Esse
sono caratterizzate da una leggera $ettivita per gli anioni e presentano una
conduttanzaionica di circa 4nS.I| mammiferi hanno tre geni codificantialtrettante
isoforme diverse chiamate VDAC1, VDAC2 and VDAUS,quali vengono espresse

in modo tessutospecificac VDAC3 € espresso maggiormentaella corteccia
celebrale, fegato, gore, testicoli e spermatozoiMessina A,2012). L’ espressi ol
tali isoforme e stata quantifcata nelle cellule Hela mediante PGReal Time e dai
risultati & emerso che VDACL1 e la piu abbondanessendol0 volte piu espressa di
VDAC2e 100 volte piu espressa di VDAC@e Pinto V, 2010). Le tre isoforme
bensi abbianouna struttura conservata incui solo VDAC?2 si differenzia per un
allungamento di 11 a mitemmalec (figl i 1.9),aHahnb e st r e |
caratteristiche elettrofisiologiche diverse. Studi di ricostituzione su membrane
artificiali effettuati su proteine ricombinanti hanno dimostrato che mentre VDAC1

e VDAC2 sono in grado di formare canali, VDAC3 presenta una conduttanza ridotta
(Checchetto V.2014).

1.2.2 VDAC1 negli eucarioti: dal lievito all’'uomo

L’ i sof or ma 1 ahbomdantae dicorlseguepza la piu studiata tia tre
isoforme. | motivi d i nt eperetales groteina sono molteplici essendo essa
coinvolta in una serie di processi vitali per la cellula come il metabolismo
energetico, signaling del calcio, e apoptosi.

La struttura tridimensionale della proteina VDAC1le staa determinata tramite
cristallografia da tre gruppi indipententi: essae costituita dau n -bfdrel di1 9 - (3

foglietti antiparalleli con una-el i ca al N-teenmale ahensi tpasiziona
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2008; Ujwal R,2008).

Studi di elettrofisiologia hanno dimostrato che VDAQ puo variare la sua

conduttanza a seconda del voltaggio applicatoA bassi valori di voltaggio,

compreso tra+10e10mV,l a pr ot e i netevataoosdutaraa aglimnioni,

e si trova in uno stato aperto; quando il voltaggio raggiunge valori piulevati,

superiori a £30 mV, la proteinaassume una conformazione chiusa a conduttanza

pil bassae si presenta leggermente catione settiva (De PintoV., 1987; Bere R.,
1994).

Oltre a mediare il traffico di metaboliti tra citosol e mitocondrio, VDAC1 e

~

coinvolto nel |’ apopt o-apbptotiea el stata sanpmmeriteu n z

provata (Colombini M., 1996; Mannella C.,1997). Inoltre, molte proteine, come

e gasic la glicerolo chinasi o la creatina chinasi legano il VDAC1, sfruttando

E at L &8 4 5 s &7 w A 6% an A 81 6w &M oM e1T S en o

Figura 1.10. Struttura di VDAC1 murino. La struttura tridimensionale (in alto) e quella secondaria (il
basso) sono -tonaerirallued Gtarrhinale kM rosso. A e B: Vista parallela alla membran:
mitocondriale esterna. C: Ricostruzione della parete interna del canaleD: vista perpendicolare alle
membrana. E: Struttura secondariai n  c U i I e f r ec clarel iacpinun rappreersteanrt @
eliche.(Fonte:Ujwal R.,2008).
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| i stantanea disponibilita di Adnkd S he pa
2008).

Gli studi filogenetici hanno dimostrato un alto grado di conservazione dellgoorine

mitocond r i al i nel C 0 r (Bgo 1.9Y &.tettevisiaevposkiede due gemi

porl e por2 codificanti due isoforme di VDAC. Come nei mammiferi, yVDAC1
rappresenta la forma piti abbondante. E stato visto chea le due prateine vi & un

grado di omologiadi sequenza di drca il 70% ed inoltre yWVDACL1 éin grado di
formare canal. in vitro, pr oplkai secondao me I
isoforma codificata dal genepor2 € la meno conosciuta. La sua scarsa presenza

sulla OMM rende difficilel * e s t r aigolaremte a martiré dai mitocondri di

lievito. Per cuinon € mai stata dimostrata la sua attivita come&anak o la sua
funzioneal | " i nt e r n oLa furzibrie aelbpmwteihalDACLl € da sempre

stata studiata nel lievito mediante la delezione del gene codtante la prima

Glucose Glycerol Glycerol

MVDAC3

MVDAC2

MVDAC1

Glucose30° Glcerol 30°

Figura 1.11: Saggi di complementazione su glucosio e glicerolo dei ceppi di S.cerevisiae mutanti deleti delle
porine mitocondriali. Sopra: La delezioe del genporl ( porl) da luogo a un ceppo che riesce a @eere st
glucosio, ma non su glicerolo. La sola presenzaghr2non compl ement a il di fett

por2 (. por2), non causa nessun problema di crescita, al contrario del ceppo deleto di entrambe le po
(Aporl/Dpor2), il quale presenta un fenotipo con maggiori difficolta di crescita (Fonte: Blachipyson E, 1997).
Sotto: Saggi di compl ementazione del ceppo Aporl

topo compl e me npord al pati detceppaewild type(MichejdaJ, 1990)
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i sof or mapoxKl @upspo@eppd rappresenta un ottimo modello anche per lo
studio di proteine di altri organismi in quanto é caratterizzato da un particolare
fenotipo di crescita(fig. 1.11) su fonti di carbonio non fermentabili, m@tra enormi
difficolta di crescita, dovute probabilmente a un mitocondrio non perfettamente
funzionante perché privo della sua permeabilita ai substrati necessarper un
corretto metabolismo respirativo.

La stessa difficolta di crescita, si riscontra neleppo deleto di entrambe le isoforme

( ¢ e p pool/ Mdor2), ma nonin quello deleto esclusivamentedel gene por2

( ¢ e p poe2). @0 suggerisce chiaramente chgVDAQR, non ha la capacita di
sostituire yYWVDAQ (Blachly-DysonE, 1997). Al contrario del glicerolo, il glucosioé
una fonte di carbonio fermentabile,cheper essere degradatanecessita diglicolisi 0
fermentazione, motivo per cui la mancanza di VDAC1 non causa difetti della
crescita su tale fonte

Questi ceppi sono stati ampiamente utilizzati per lo studio della funzionalita delle
proteine VDAC appartenenti a diversi organismiln fig. 1.11,e possibile notare il
primo saggio di complementazione di Aporl trasformato con la porina
mitocondriale del topo (Michejda J, 1990) in cui & evidente che la proteina
esogena ¢ in grado di sostituire il VDAC1 del lievito facendo crescere le cellule su

glicerolo.
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1.3 La famiglia delle Superossido Dismutasi

Le Superossido dismutas appartengono ad ura famiglia di proteine enzimatiche
antiossidanti, coinvolte nella detossificazione dellacellulad al | * ani one
uno dei radic a | i l i beri d. 8dnd protemealtamente oonserira® &)

corso delfevoluzione, lesi ritrovano sia nei procarioti che negli eucarioti Il motivo

supet

di tale conservazione € da attribuire alla funzione che la stessa SOD svolge, ovvero

qguel |l a di di smutazione del | " ani one
fisiologicamente alivello della catena ditrasporto degli elettroni dei mitocondri a
partire dall ' os s iagzemessemoridotta ah 2 eletroncdd e

acqua viene ridotto con un solo elettrone.Non a caso la comparsa dguesta
famiglia di proteine si fa risalre a circa 2 miliardi di anni fa con la proliferazione di
organismi fotosintetici produttori di ossigeno, i quali ebbero la necessita di
sviluppare sistemi che difendessero la cellula daROS.In questi procarioti si

svilupparono 2 differenti forme di SODche si distinguono per il metallo presente

nel loro sito catalitico: SOD ramezinco e SOD ferreananganese.

Le proteine SOD furono isolate per la prima volta da Mann e Keilin nel 1938 dagli

eritrociti bovini e per il colore blu della massa proteica dovutoalla presenza di

rame gli fu dato il nome di emocupreina. La proteina umana fu isolata nel 1950, ma

solo nel 1969, McCord e Fridovich scoprirono la sua attivita di dismtazione
del |  ani on gMcE€ardodd. ekridosich t,d969).

super

Successivamente,rgazi e a studi di cristallografia

sono state definite le strutture della SOD1 di diversi organismi, le quali hanno

evidenziato | " alto tasso di conservazione

eucarioti. Tale consevazione dunqgue si riscontra sia a livello funzionale che a

livello strutturale dalla struttura primaria a quella quaternaria.

La reazione catalizzata dalla Cu,Zn SOD e una dismutazione che segue una cinetica

di secondo ordine (BrunoriM. e Rotilio G, 1984).
Enzima ox © O, - Enzima red +Q

Enzimared 0, - + 2H+ Enzima ox + kO
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Durante la reazione catalitica della Cu,Zn SOD lo ione23we ciclicamente ridotto

ed ossidatomediante successive interazioni con il substrato superossido nel sito
attivo. In una prima fase,un elettrone ddlo ione superossido radicalico viene
donato al centro catalitico con formazione di ossigeno molecolare e Cu+ che, a sua

volta, dona un elettrone ad un secondo anione superossido g u e s wriendbst I mo

a due protoni, generapeossi do di i drogeno. Apspear ent e
con | anione smpmeosandesmeoohe prevede |’
sito catalitico, nel gual e > attivita d
dal |l > atomo di Cu 2 +; ilZm2+ peio chimiauisae il potenzialé | * at o
redox del Cu2+ riducendo | e capacita cat al

1.3.1 Evoluzione delle forme di SOD

Si ritiene che la comparsadella SOD sia stat@ontemporanea alla proliferazione

degli organismi fotosintetici, i qual cominciarono a produrre ossigeno circa due

miliardi di anni fa. Contemporaneamenteallo sviluppo di un metabolismo di tipo

aerobio le cellule evolsero un meccanismo per neutralizzare gli effetti tossici dei
sottoprodotti derivanti dal suo utilizzo.

Lo studio delle omologie strutturali e delle sequenze mminoacidiche ha permesso

di determinare |’ esistenza di due princi
apparse nei procaridi nel medesimo periodo: le proteine SORontenenti Cu,Zn e

guelle contenenti Fe, Mn o Ni. Nonostante entrambe le classi svolgano la stessa

funzione, le grandi differenze tra le strutture cristalline, la presenza di diversi

Table 1. Characteristics of four distinct superoxide dismutases

Isoform Metal cofactor Protein structure Cellular localization
FeSOD Fe'' Homodimer Prokaryotes, chloroplast in plants, some parasitic protists
NiSOD Ni*' Homohexamer Actinomycetes, cyanobacteria
Maonomer/Dimer Periplasm in Gram-negative bacteria
. o s -~ X = =g z N
Cu/ZnSOD Lu:1 for catalytic activity, Homodimer Cytoplasm, HULleL%S. mn(.:chondnal intermembrane space in eukaryotes,
Zn” for enzymatic stability chloroplast, peroxisome in plants
Homotetrameric glycoprotein  Extracellular fluids of higher eukaryotes
MnSOD Mn®* Homaotetramer Mitochondrial matrix in eukaryotes
MnS Mn
Homodimer Aerobic bacteria, cytoplasm of some fungi

Figura 1.12. Forme esistenti di Superossido Dismutasi. La tabella descrive le diverse forme di SOD ne
organismi viventi evidenziando il cofattore metallico, la struttura e la localizzazione cellularé~onte: Woo-
Hyun Chung2017).
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cofattori metallici e i diversi meccanismi catalitici rendono difficileipotizzare un
antenato comune.La ricostruzione della storia evolutiva della Cu,Zn SOD, ricavata
da allineamenti multipli di sequenze mostra come la SOD extracellulare si sia
di versificata da quella citoplasmatica ne
differenziazione di funghi, piantee metazoi.

Sipensache ke forme di vitapiu primitivea v e s s e r 0 FeBODénraaarda aon

| a pr es eamoderadiltamante fiducente. Questéorma si ritrova ancora in
alcuni batteri patogeni comeHelicobacter pylori, neiprotisti come i tripanosomi, e
nei cloroplasti delle piante (Miller A.F, 2012). MnSOD é la forma piu moderache
ha soppiantato FeSOD in alcuni batteri dato che il F&tossico e molto meno
disponibile negli ambienti piu ossidati.Anche se i cloroplasticontengonoFeSOD, le
piante rei loro mitocondri hanno MnSODcome gli animali, pe proteggere le
cellule dai prodotti tossici della catena respiratoria, principale sorgente di ROS
intracellulari. La NiSOD & una forma meno comune che si ritrova neanobatteri e
negli actinomicet e presentauna struttura esamerica SchmidtA., 2009).

La forma Cu/ZnSOD e la pi@abbondante nel citoplasma degli eucarioti superiori
con struttura omodimerica, e con localizzazione extracellularein forma
tetramerica. Anche se FeSOD e MnSOD sembranera\struttura e funzione simile,
sembra che nel c orisao sdealtlo’ euwno |puazsisoadgeg i coi dsa
ferro a quello del manganesenel sito attivo man mano che ci si avvicina agli
eucarioti. Nonostante cio rimane ancora da chiarire per qua motivo si sia

affermata la forma Cu-Zn.

1.3.2 Le proteine SOD negli eucarioti

1.3.2.1 Isoforme nell'uomo

Nel | ', easinbome nella grandissima parte degli eucarioti superigrisono
presenti tre isoforme che si distinguono per localizzazione cellularee per i
cofattori metallici legati al sito attivo della proteina. La prima isoforma SOD1
(CuzZnSOD) ha struttura omodimerica con rame e zinco nel sito attivo ed € stata

ritr ovata nel citosol, nel nucleonei lisosomi e nello spazio intermembranadei
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mitocondri. SOD3 (EEOD) e | i sof or ma me n o conosci

extracellulare; utilizza come la prima isoforma rame e zinco come cofatioma
possiede una struttura tetramerica di 135 KDaer 'l t a af f i ni tLa
sua espressione € limitataa determinati tipi cellulari; € statainfatti isolata dal
plasma, dalla linfa e dal liquido cerebrospinal¢Marklund S.L, 1982). SOD2 (Mn

by

per

ut

SOD) e | "isoforma esclusivamente mitocond

possiede un atomo di manganese nel sitattivo e una struttura tetramerica. Essa

svolge un ruolo fondamentale nel differenziamento cellulare e nella tumoregenesi

(St. Clair D.K1994).

L' i sof or ma pieda Ca 800 o &a@lilaocalizzata principalmente nel

citosol, ma ritrovata anchenei perossisomi, nei lisosomi, nel nuelo e nello spazio
intermembrana del mitocondrio. E un enzimadi 153 aminoacidi con struttura

omodimerica di circa 32 KDa contenente in ogni subunitano ione Cl2* e unoione

Zn2*, Ogni subunita & organizzata in una dittura a barile appiattito formato da 8

B-foglietti antiparalleli uniti da 7 loop, con topologia achiave grecall dominio piu

importante per la catalisi € rappresentato da dueloops esterni: il loop IV

comprende la regione di coordinazione con lo iongn2*; il loop VII forma un tunnel

el ettrostatico attraverso cui |l " ani one s

(fig.1.13). Cio e possibile grazie alla presenza del residuo Argl43 che é

direttamente coinvolto in questo meccanismo e che assicura la exificita per

| ahione superossido.Gli ioni Cu e Zn sono legati attraverso interazioni non

covalenti. E stato dimostrato che lo zinco svolge funzione strutturale in quanto

stabilizza il sito attivo della molecola, mentre lo ioneCw?* ha funzione catalitia. Lo

ione Zn?* e legato alla struttura a barile grazie a tre istidine (His 61, His 69, His 79)

ed ad un residuo di acido aspartico (Asp 81)Lo ione CW** e coordinato alla
superficie del barile attraverso gli anelli imidazolici di quattro istidine (His 4, His
46, His €L, His 118) (Tainer J.A,1982). Per il corretto poszionamento dei cofattori

metallici nel sito attivo e per il corretto refolding sono necessarie modificazioni

u

post-t r aduzi onal i che richiedono |’ i ndC8&rvent

(Copper Chaperone of SODIJurukawa Y., 2004).
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ApSOD -ATHAVCVLEGDSPVIGTIHELEEEGD - - - -MVTVTGEITGLTP -GEHGFHVHEFGDNITHGCTSAGGHFNPHGEEHGAPE T3
X150D --VEAVCVLAGSGDVEGVVHFEQQD--D-EGAVSVEGKIEGLTD-GLHGFHIHVFGONTNGCMSAGSHFNFENFENHGAPG 73
S0S0D ATEEAVAVLEGTSNVEGVVILTQE--D-DGPTTVNVRISGLAP-GEHCGFHLHEFGDTTHGCMSTEPHFNPDEKTHGAPE 75
PaS0D -MAKGVAVLSSSEGVAGTILFTQE--G-DGPTTVTGNISGLEP-GLHGFEVHEALGDTTHGCMSTGPHFNPAGEEHGSFE T4
SmS0OD - -MEAVCVMTGTAGVEGVVEFTOE- - TDNGPVHVHAEF SCLEA - CEHEFHVHEFGDTTNGCTSAGAHFNPTEQEHGAPE 77
80B50D - -VQAVAVLEGDAGVSGVVEFEQA- - SESEPTTVSYEIAGNSPNAERGFHIHEFGDATHGCVSAGPHFNPFEETHGAPT 75
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Figura 1.13: Conservazione, struttura e ripiegamento della proteina SOD1.In alto:allineamento delle
sequenze aminoacidiche di HsSOD, H. sapiens; BtSOD, B. taurus; ApSOD, A. pompejana; XISOD, X. laev
S. oleracea; Pa3D, P. atrosangui na; SmSOD, S. mansoni ;
struttura secondariai n  c Ui Il e frecce rappr es e n-¢licha in basso:fstougurai
tridimensionale di SODlumana (Fonte: Perry J.J.2010).

1.3.2.2 Isoforme nel lievito

S.cerevisiae possiede due soli geni codificanti due isoforme di SOD. La prima
isoforma (CuZn SOD) ha struttura omodimerica ed € localizzata nel citosol. La
seconda (Mn®D) possiede struttura omotetramerica ed € localizzata nella matrice

mitocondriale (Moradas Ferreira P.,1996). | motivi caratteristici dei differenti tipi
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di SOD del lievito e gli aminoacidi coinvolti nel sito attivo e nella coordinaziondei

metalli sono conservati (RaimondiS.,2008). Le due isoforme hanno la medesima
organizzazione strutturale di quella umanainfatti I’ al | i neament o del | €
mostra una similaritd molto elevata a conferma della loro conservazione nel corso

del | ' ev &ODL aumamreequella di lievito condividono il 70% di identita
dell’intera sequenza e il 90% domeipgtédnt it a
VDAC, ancheoer la SOD sono stati effettuati esperimenti di delezione nel lievito
S.cerevisiae (C e p psal) é&d € stato visto chda SOD1 umana di altri organismié

ingrado di complementae | ' assenza dell a SOD1 endogenc

1.3.3 Altre funzioni delle proteine SOD

La funzione di difesa dai ROSvolta dalla superossido dismutasiprobabilmente e

il motivo d e é¢lelvdto grado di conservazione e | c o r evauziodeededli’
organismi. Nonostante cio, numerosi dati diletteratura descrivono funzioni
secondarie svolte dalle proteine SODc he esul ano dall "dvzi one
dismutazione. Queste funzioni aggiuntive riguardano lo sviluppo, Il
differenziamento cellulare, il metabolismo e la patogenesi, e sono state in gran
parte individuate grazie ad esperimenti di delezione e knockout genico. Topi
knockout per SOD1 non sono letglima presentano una duratadella vita ridotta,
elevata mutagenesi, alta incidenza di cancro. In questi organismi trsgenici &
stato descritto un accumulo di mutazioninel fegato, ma non nel cervello o nella
milza (Elchuri S,,2005). Topi knockout per SOD2 non sopravvivono a 1.8timane
di vita a causa dellosviluppo di cardiomiopatie, e nel caso in cui superan tale
periodo, essi presentano danni a livellomitocondriale nei neuroni del sistema
nervoso centrale e nei miociti.Questo effetto ha fatto ipotizzareche SOD2 svolge
un ruolo essenziale durante lo sviluppo l(ebovitz, R.M, 1996). A dimostrare che le
isoforme piu abbondanti non sono interscambihili, vi sono degli esperimenti di

overespressione di SOD1 in topi o astrociti il cui genomastato deleto dei locus

codificanti SOD 2 . Il n tald. esperiment.i e stato vi
non complementa | a mancanza di SOD2, i nd
del | ' spedficomea diversi compartimenti. Cio perchéSOD1 non e in grado di

ri muovere | aidoidella enatriseunpitecondrisle anche se é stato
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ritrovato all’interno .®Okd the nebopsailappple i nt er
proteine SOD svolgono un ruolo fondamentale nella progressione del cancta.

cellule cancerosd ' ov er ensgi BGilssepprome | * at t i vi EZhangmet a st
Y,2002).l nol tre sono state osservatadaeless@Di azi o
in cellule tumorali e in particolare SOD1le SOD2sono risultate essereupregolate

nello stadio tardivo di alcuni tumori (PapaL.,2004).

Le cellule dilievito S.cerevisiae, sono state utilizzate per lostudio dei meccanismi

in cui sono coinvote le proteine SOD1perché presentano un metabolismo molto

versatile e dei metodi di coltura abbastanza semplici e velaclUna serie di

alterazioni metaboliche non irrilevanti sono stateosservate nel cepparivo della

di SODlendogena(Asodl). Il lievito normalmente, avendo glucosio a disposizione

utiizza la via fermentativa per la produzione di energia reprimendo la
respirazione mitocondriale secondo un meccanismo ben descritto chiamato
repressione da catabolita. E stato osservato chielievito Asodl non & in grado di

reprimere completamente la respirazione mitocondriale quando cresce su glucosio

(Sehati S, 2011). In questo meccanismo la SOD1 svolge un ruolo centrale, in

quando é stato dimostrato che interagisce coih C-terminale di due casein kinasil-

gamma (CKY¥) omologhe, Ycklp and Yck2p, indispensabili per la repressione della
respirazione, stabilizzandolee impedendone la degradazione grazie ad un legame

alle lisine di questa regioneA questa stabilizzazione contribuisce pure iperossido

di idrogeno pr odott o dal | a stessa SOD1 a part
sintetizzato a livello della catena di respirazioneDunque in assenza di SOD1, le
caseinchinasi YCK1e YCK2non sono in grado di esplicare fino in fondo la loro

funzione, motivo per cui le cellule di lievito crescendo su glucosio, non possono
effettuare la repressionedella respirazione mitocondriale Inoltre questa funzione

per la SOD1 si estende pure alle caseichinasil-gamma umane, ribadendo la
conservazione instrutir a e funzione dell’  en@eddia attr
AR., 2013). Un altro meccanismo in cui sembra essere coinvolta la SO&@

Il i nvecchi amé mdppo Asodé presantaaunaesopravvivenza in fase
stazionaria ridotta e un aumento nel consumo idossigeno (Longo V.D.,1996).

Questi difetti di crescita in un primo momento furono attribuiti ad un aumento dei

ROS in particolare di superossido, la cui produzione avvienesoprattutto nella
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catena di resprazione del mitocondrio come conseguenza delladuzione parziale

del |l " ossigeno, a | ivell o ddnmarcanpapdi SOD,s 0 |
un’ esposi zione continua a superossi do p C
conseguente danno delle proteine, dei lipidi e del DNAa presenza dellaSOD2
mitocondriale, e dellaSOD1 nello spazio intermembrana hanno fatto supporre che

il mitocondrio necessiti di un elevato livello di protezione dai danni del
superossido.Ad esempi o, | " i gepomad rhitocondiralepotkRelib&ro s u |
essere alla base dellactor i a mi t ocondriale dell’”invecc
|l i nvecchi amento e dovuto principal mente
sul mt DNA, causat o adheadumenctcau muod @ Idi avRaOnSz, a
(WallaceD.C, 2005).In ceppi di lievito Asodl, ad esempio, la vitalita del ceppo puo

essere migliorata dalla repressione della respirazione mitocondriale: infatti,

|l i nattivazione della catena di trasporto
ossidativa, porta a minore produzione di ROLi 6 evi denzia come |’
SOD sia importante nel difendere la cellula dalle specie radicaliche prodotte dal
mitocondrio durante la respirazione (Guidot D.M.,1993). Inoltre, la presenza di

SOD1 anche nello spazio intermembrana suggerisce che epsé&rebbe prevenire la
fuoriuscita dell > anione superossido dal r
questa specie radicalica.

In un recente lavoro(Tsang C.K., 2014 e stato dimostrato chel " aument o del
stress ossidativo indotto da perossido di idogeno o menadione promuove la
traslocazione della proteina SOD1 umana nel nucleo, dove protegge il DNA dallo

stress ossidativa La migrazione di SOD1 € innescat
ATM/Mecl, sensori e | ROS. L’ att i v@anuovenlefosthrlaziape e st a
delle serine in posizione 60 e 99 di SOD1 ad opera di DUNL1, responsabili della

traslocazione dell enzi ma nel n u debaeio . I n
promotor.i e regola |’ espressione ckai geni
riparazione del danno al DNA (100 e 101). Questo meccanismo é stato descritto sia

nel lievito che nelle cellule umane, confermando che il ruolo di SOD1 si é
mantenuto durante |’ evoluzione. L’ attivaz
perossido di idrogeno, che non costituisce il suo substrato dimostra che questa

proteina agisce indipendentemente dalla sua attivita dismutasica.
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1.3.4 Coinvolgimento di SOD1 nel metabolismo energetico del

mitocondrio

Sebbene SOD1 svolga un ruolo primario nella difesa DS, numerosi studi hanno
evidenziato che essanterviene attivamente nella trasduzione del segnale & vie
metaboliche legate soprattutto al mitocondrio.

Alcune evidenze indicanache SODZ coinvoltanel metabolismo mitocondriale. Ad
esempio, € noto ch una delletante proteine che risultano essere protette dalla
SOD1, dtaale Idaneovpeodotto dai ROS &/DAC1, canale della membrana
mitocondriale esterna fondamentale per gli scambi metabolicie molto sensibile
allo stress ossidativo: in ceppi Asodl, VDACL1 risulta una delle proteine
maggiormente carbonilate di tutta la OMM (O'Brierk.M.,2004). La mancanza della
SOD1 endogenan S.cerevisiae, inoltre, provoca una modificazioneanche alla
conduttanza di VDACL1.: studi elettrofisiologici sulla poria estratta da ceppiAsodl
hanno dimostrato che la conduttanza di VDACLI risulta diminuita, cosi come la
voltaggio-dipendenza, che risulta significativamente meno pronunciata, rispettal
controllo. Inoltre & stato dimostrato u n d e ¢ r e mespressionagenica di
VDAC1,TOM40 e di altre proteine della OMMn e | c soplp(Karadhitos A,
2009).

1.3.5 Coinvolgimento di SOD1 nella sclerosi laterale amiotrofica

Negli ultimi anni gli studi sulla SOD1sono aumentatiin maniera esponenziale a
causa del suo coimolgimento in stati patologici che riguardano principalmente le
malattie neurodegenerative.Sono state riscontrate numerose mutazioni a carico
della SODL1 (circa 160)in vari tipi di SLA (sclerosi laterale amiotrofica) checausano
nella proteina varie modificazioni, le quali si riflettono sulla sua funzione e
struttura . Numerose mutazioni non permettono il corretto ripiegamento (folding)
della proteina provocando la perdita della funzione dismutasica; altre sono
respons adggrdgaziona e Iptdecipitazioe al | " i ndtesol o osuglid e |
organelli, risultando tossici alla cellula stessaE stato visto inoltre che la SOD1
mutante G93Ainteragisce alt he con | ' i s of Israemsan A.12016)e | VDA
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VDACL1 coprecipita con i mutanti sia attivi che inattivi déa SOD1 e cio non accade

con la SOD wild type, dimostrand che tra le due proteine vi &ino stretto legame.
Recentemente e stato inoltre dimostrato che il legame della SOD1 mutar&A

G93A a VDAC1 i mpedisce il | egame Talrat ur al
competizione puo essere annullata trattando le cellule con il peptidd-terminale

del | ' e g d gieie mistabilizza la vitalita cellulare di cellule ricavateda
motoneuroni affetti da SLA.(Magri A.,2016). Questi e altridati dimostrano chelo

studio dei processi cellulari in cui sono coinvolte entrambe le proteine possono

e sserauto délla comprensione e nel trattamento delle malattie

neurodegenarative.
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2. SCOPO ED ORGANIZZAZIONE DELLA TESI

VDACL1 é la proteina piu abbondante dla membrana eserna del mitocondrio e

media gli scambi di metaboliti e ionitra citosol e matrice mitocondriale.Essagioca

un ruol o fondamentale nel c o rerspgetidinentef unzi o
nella respirazione mitocondriale. La respiazione mitocondriale € un meccanismo
cheriforniscedi ener gi a madhaetalvelta dduage dlld puobuazione di
specie reattive dell’  ossigeno <che, guando
della cellula, mettono in serio pericolo la stabilita e la funzionalitaidaltre strutture
cellularimedi ant e | ' ©®NAslipidi di méntbnare e droteine Nonostante

| * os s i gravpdata rda ROS si a | a principale cau
cellulare, & stato visto che alcundi essi sono importanti nella trasduzione d
segnali, indispensabil:i per |l a vita dell a
di speci e reattive del |l " ossigeno h a SVi
detossificante, trasformando le molecole dannose in composti piu 0 meno
degradabili. Uno di questi enzimi antiossidanti € la superossido dismutasi, 0 SOD1

che ha il compito di degradare | anione s
molecolare e una di acqua ossigenata mediante la reazione di dismutazione.

L’ anione super os sd ldalo delia eatema dp respichirie tdei

mitocondri, durante il processo di fosforilazione ossidativa. Oltre a questa
funzione, negli ultimi anni sono state individuate altre funzionisvolte dalla SOD1,

con le quali intervienenel metabolismo mitocondria | e . Lo studio dell
SOD, ha subito un enorme aumento nel corso degli anni, essendo essa coinvolta

nel |l i nvecchi analk malatie cearbdegererativeecheene derivano,

e specialmentenella sclerosi laterale amiotrofica (SLA). Lestudio descritto in

questa tesideriva da un progetto iniziale che aveva lo scopo di indagare sulla
funzione svolta da SOD1 all’ interno del
particolare sulla suainterazione con la proteina VDAC1. Conmganismo modello

per questo studig fu scelto proprio il lievito S.cerevisiae, per la sua semplicita e per

la possibilita di testare in modo immediato la funzionalita mitocondriale mediante
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osservazione del fenotipo di crescitau glicerolo. Partendo da questo obiettivo se
giuntii all el abor a anti ahenseno stati appnofangifpin quedta ar g o |
tesi a | fine di studi ar e | " effetto che h a
mitocondriale mediato da VDACL.
La tesié statastrutturata in 5 capitoli, che racchiudonaogli argomenti trattati:

1. Effetto dell  espressione della protein:
mi tocondriale (Apor1l);
In che modo hSODL1 ripristina il metabolismo mitocondriale?
Anal i si del | " espressione genica,;

Studio della parete cellulare

o M 0D

Studio ddla seconda isoforma di VDAC dlcerevisiae.
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3. RISULTATI

3.1 Effetto dell’espressione della proteina hSOD1 nel ceppo deleto

della porina mitocondriale (Apor1)

Nonostantela proteina superossido dismutasi §ODJ svolgala funzione dienzima
antiossidante, come descritto in modo piu approfondito nelcapitolo Introduzione,

essa € coinvoltaanche nel metabolismo fermentativo e nella respirazione
mitocondriale. Numerosi dati in letteratura dimostrano che e indispensabile nella
repressione da glucosio del metholismo mitocondriale, mediante la
stabilizzazione delle caseirchinasigamma e nella difesa dallo stress ossidativdi

numerose proteine del mitocondrio e del VDAC1 stessdQuesto lavoro di tesi,
prende avvio d deglil effedtis mpowacati adali 'o;mveer espr essi o

hSOD1nel ceppo di lievitodeleto della porina mitocondriale.

3.1.1 hSOD1 recupera il difetto di crescita del ceppo Apor1 su glicerolo
e su altre fonti di carbonio non fermentabili

L’ a s s @& NQA&L nel lievitoS.cerevisiae non permette la crescita su gliceroloe

su altre fonti di carbonio non fermentabili, indicando ched proteina VDAC1 é

YP + Acetato YP + Etanolo

BYA742 + pYX142 @ @ ®
Aporl + pYXi42
BY4742 3 hSOD1

Aporl + hSOD1
BYA742 + pYXiq2

Aporl + pYXi42
BY4742 + hSOD1
Aporl + hSOD1

¥YP + Citrato YP + Succinato

Figura 3.1 Saggi di diluizione seriale dei ceppi BY4742 e Apor1 trasformati con hSOD1. Tutti i ceppi
crescono senza difficolta 8 glucosio (YPD). Su glicerolo, il ceppddporl mostra problemi di crescita ac
entrambe le temperature testate, al corrario del ceppo controllo BY4742 Inaspettatamente
I over espr ess i dpod,reduperahl 8ifetd i craseith del Apor1 su glicerolo.
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importante per il corretto svolgimento della respirazione mitocondriale. Per
indagare sul ruolo svolto da SODIel metabolismo mitocondriale mediato da
VDAC1, le sequenze EOD1 umanghSOD1)e di lievito S.cerevisiae (ySOD1)sono
state trasformate nel ceppodi lievito deleto del geneporl codificante la porina
mitocondriale yWVDACL( c e p poid) ekel ceppo parentale wildkype BY4742 Per

| " espressiutlinzatoif séhtore d’ es Comesanirobone pY X
del | ' e s psail ceppe Apbrd che il ceppo wild-type sono stati trasformati
conil vettore vuoto. Le colture de diversi ceppi ottenuti sono statediluite in modo
seriale e piastrate su terreno completo contenete glucosigYPD)o glicerolo (YPY)
come fonte di carbonio. Le piastre sono state poi incubate perd3giorni a 28°C e
37°C che rappresentano rispettivamentda temperatura di crescita ideale per i
lieviti del genere Saccharomyces e la temperatura piu restrittiva a cui il ceppo
Aporl € piu sensibile. | risultati del saggio sono visibili nella fig3.1. 1l ceppo wild
type BY4742 non presenta alcuna difficolta di crescita sull@due fonti di carbonio e

a entrambe | e t emper at upoel, invese tcare egia adlicipato
precedentemente, presenta difficolta di crescita su glicerolo sia a 28°C che a 37°C
questo fenotipo € dovuto al meccanismo con cui vengono metabolizzate le due
fonti di carbonio: il glucosio richiede la fermentazione o la glicolisi, il glicerolo
invece necessitadella respirazione, e quindi richiedemitocondri perfettamente
attivi e funzionali. La difficolta di crescita su glicerolo deteppo Aporl € dovuta
proprio alla mancanza dela proteina VDAC1 sulla membrana esterna dei
mitocondri, la quale ne compromette la funzionalita L' espr @éSOHPLi one d
risulta nel recupero dela capacita di crescita su glicerola e Ipor1ATale proprieta
inaspettata e sorprendenteinoltre sembra essere tipica della proteina umana,aio
che la trasformazione con la proteina omologa dievito non conferisce la ripresa
della camacita di crescita su glicerolo.

Oltre al glicerolo, sono state testate altre fonti di cdronio non fermentabili, che
richiedono la presenza di mitocondri per essere metabolizzatecome drato e
succinato, intermedi del ciclo di Krebs che avviene interamente nella matrice
mitocondriale, etanolo, prodotto finale della fermentaione, e acetato i quali
vengono convertiti ad acetil CoA per essere immessinel ciclo di Krebs. Questi

substrati sono stati aggiunti al terreno YP con una concentrazione finale d&bo, e
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YP + Acetato YP + Etanolo

o)

BY4742 + pYX142
Aporl + pYX142
BY4742 + hSOD1

Apori + hSOD1

BY4742 + pYX142
dporl + pYX142
BY4742 + hSOD1

Apor1 + hSOD1

YP + Succinato

Figura 2.2 Saggi di diluizione seriale su altre fonti di carbonio non fermentabili diverse dal glicerolo.
L' espressione di hSOD1 r ecceppeipaorill sdii fteuttttoe dlhnen
fermentabili testate a 28°C, in modo simile a quanto avviene su glicerolo.

su taleterreno solidificato sono statepiastrate le colture diluite in modo seriale. |l

saggio €& stato condotto seguendo i tempi e le temperae descritte
precedentemente. | risultato puo essere osservato nella figure8.2. Come atteso,

Aporl non riesce a crescere su nessuna di queste quattro fonti di carbonmn
fermentabili, a causa del met abolismo mitocondr.i
VDAC1 In modo analogoa cido che awiene ingl i cer ol o i nvece, [
hSOD1permette la crescita su tutte le fontidi carbonio non fermentabili testate
suggerendouna ripresa del metabolismo miocondriale, carente nel Aporl a causa

della mancanza di VDACL1.

3.1.2 Analisi della funzionalita mitocondriale

Lo stato di salute mitocondriale viene definito da alcuni parametri la maggior
parte dei qualidescrivono il corretto funzionamento dellarespirazione. Tra questi,
il potenziale di membrana fi ), risulta strettamente correlato con la produzione
di ATP attraverso la fosforilazione ossidatia (Perry S.W, 2011; RamadassR.,
2008). In questo lavoro il potenziale di membrana é stato quantificato mediante
|l " uso di u n a ntes ASRMIchef ldgalimitocergdit ie modo dipendente

dal potenziale: quanto piu il potenziale e alto, piu lasaha s i l ega all’”org
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R
s | * g
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wt + Aporl + wt+hSOD1 Aporl + wt + Aporl + wt + Aporl +
pYX142 pYX142 hSOD1 pYX142 pYX142 hSOD1 hSOD1
1 Figura 3.3. Analisi della funzionalita mitocondriale. A: il potenzial e @ statc
rivelato utilizzandoilDASPMI . L’ espressione di hSOD1 causa |
al DASPMI r i sipgantittoparagonaklepatiercéllyle wild type B: quantificazione del @ntenuto
di ROS intracellulareme di ante | " uso di DHR123. Aporl1l, i nca,

possiede un livello di ROS molto basso in confronto al ceppowildtype espr essi one di
livelli di ROS.C: quantificazione dei ROS dopo trattamento con perossido di idrogeno. La presenza di hS(
riesce ad abbassare la quantita di RO&l ceppo A p o m keguito al trattamento. (*) P<0,001 rispetto al
ceppowt + pYX142; (**) <0,001r i spett o al ceppo Aporl+ pYX142

emettendo la sua fluorescenza se eccitata con airuce laser. Le colture in fase
esponenziale di crescita sono state trattate coDASPMlkome descritto nel capitolo

Materiali e Metodi e successivamente sono state sottoposte allanal i si
citofluorimetrica . Il grafico A della figura3.3 mostra la quantita di cellule risultate

positive al trattamento relativamente al ceppo controllo wild type BY4742 Le

cellule del ceppo dilievito Apor1 si colorano per circa il 35%in meno rispetto al

ceppo wild type (p<0.001). Dato <che | " entrata dell a ¢
potenziale di membrana, questo risultato suggerisce che la mancanza di VDAC1
causa scompensi nell " ener gi zz alzieosnper edsesliloan
della hSOD1 nelle dile Aporic ausa un aumento sostanzi al
molecol e d i DASPMI a |l | raggruigendonlieelli sireill alqeellidee | | ul e

ceppo wild type. Questo risultato suggetisce chiaramente che la presenza di hSOD1
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causa un ripristino del potenziale della membrana del ceppo Aporl, e di
conseguenza una ripresa del metabolismo mitocondriale.

Un altro parametro frequentemente analizzato per verificarelo stato di attivita dei
mitocondri el a quantita di ROS all’int oareo del |
| " ani one super os s itaboci persl® celule. Anchesseddero a t |
presenza in piccole quantita assicura un corretto funzionamento del redox

signaling. Tuttavia, essendo prodotti in gran parte a livello della catena di
respirazione dei mtocondri, la loro presenzapuo essere considerata un indice di

corretto funzionamento di questi organelli. La quantita di ROS nelle cellule di

|l ievito e stata stimata mi sdellaadathing Un’ e mi s s
prodotto di ossidazione delDHR123. Nel grafico B della figura3.3 € mostrata la

percentuale di cellule positive al trattamento con DHR123. La quantita di ROS nelle

cellule Aporl € significativamente piu bassa rispetto a quella del ceppo wild type

(controllo) in quanto in assenza di VD&1 il ceppo nonsvolge larespirazione

metabolica. In seguito aI’ over es pr &SQGD1 mveee, sidassiste adun

aumento del contenuto totale diROSa | | " i nt er n oCiodaepresugporee | | ul &
una riattivazione della respirazione mitocondriale in presenza di hSOD1Al
contrari o, | " espressione di hSOD1 nel cep
ROS, come gia dimostrato in letteraturafooH.Y, 1999). Nella fig.3.3C & mostrato

il risultato della quantificazione dei ROS totali dopo trattamento corperossido
d’"idrogeno. 1 perossido d’'idrogeno, ol tr e
produzione diulteriori ROS al | > i nt er no Aperl fisalta itneehol ul a.
reattivo a questo trattamento, in quanto possiede la quantita piu & di ROS. La

presenza di hSODifende la cellula dallo stress ossidativo, anche se il perossido

di idrogeno non €& un suo substrato specificoDa | | a nlapotengiale dd e
membrana e dé livello di ROS intracellulare € emerso che la mancanza di VDAC1
(ceppo Aporl) comporta un difetto nel metabolismo mitocondriale, il quale viene

recuperato e riportato a |ivelli fisiologi
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3.1.3 hSOD1 induce I'espressione di geni codificanti proteine -barrel
della membrana mitocondriale esterna

Per capire quale meccanismoinnescato dal ' e s p r e shSOD4 mprevoca il
ripristino del metabolismo mitocondriale e stata ipotizzata una ripresa degli
scambi di metabditi tra citosol e mitocondrio. Per questo motivoe stato disegnato

un egerimento di PCRReal Timeal fine diquanti ficare | espres
codificanti per proteine della membrana mitocondriale esterna cheossiedono la

stessa struttura di VDAC1 e che quindi potrebbero sostituire il VDAGhancante

negli scambi di molecole In particolare sono stati scelti il gengror2 che codifica

per la seconda isoforma dVDAC, il gene codificante TOAMD, una subunita del

compl esso TOM coinvolto nell ' indnmeitger@zi one
codificante SAMO, una subunita apmrtenente al complesso SAM chemedia il
ripiegament o darédlakbl proter ne .enelcantroldembr an:
stato scelto citl, un genec odi f i c a n tcierato Isintasn ehe wwedalizza la
reazione dicondensazione @ll'ossalacetato con aceti#CoAin citrato nella matrice
mitocondriale.Es send o | ' decthnmaenstseinountea st abil e al |l i
analizzati, tale gene é stato utilizzato comec al i br at or e per | * ana
risultato della PCRReal Time é visibile nel grafico in figuré&3.4A.D a | 1lii den a

dati € emerso che tuttie tre i geni sono sovraespressin particolar modo il gene

por2, espresso circa 8 volte di piun e | poriIAhSOD1 rispetto al controllo

Apor 1+ p((p<0,004)2
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Bwt = p¥X1a2 @aporl = pYNid2

B Aporl +pYX142 B Aporl + hS0D1
&

eitd pord ramdd sam30

Bt + pYNIA2 Wwt + W00 o
citd povd tomdo sam50

| ﬂ -
o -
parl m:

dpor] #  pVNI4R hEODD  pTEIAZ  REODD pYEl4F RSO pRER4Y  REDDD

B 2% Glucose 3% Glycerol
i+ pYNZIZ I8

Aporidpar? +p¥X212 28°C

Aporldpor? + hE0D1

wi + p¥E212

Aparidpor? +p¥XZ12 37 c

Aporldpor? +h300D1

Figura 3.4. hSOD1 induce I'espressione dei geni codificanti per le proteine 3-barrel della membrana
mitocondriale esterna. A:\Quant i fi cazi one pa2 torh40 e simp50 eelativa ab gemecitd in
Aporlt r asf or mat o con pod trasformao conth®QDa. Tudti i geni risiltano sovraespssi
nel ceppo trasformato con hSOD1, in particolargor2. (*) P <0,001r i s p e tparb+ p&dX142R Saggio d
diluizione s er i al e @all paxZe Ip pssenzA del gene por2, hSOD1 non € in grado di recupera
difetto di crescita su glicerolo.

Per conf er mar ael beha porp @ rstata necessario, ripetere gli
esperimenti di diluizione seriale su glicerolo utilizzando come ospite per
| " espr e hSAD& il eeppd deleto identrambi i geni codificanti le poine
mitocondriali (ceppo Aporl/Apor2). Dalle diluizioni seriali, mostrate in figl.4B
risulta che il ceppo Aporl/Apor2 presenta unanotevole difficolta di crescita su
glicerolo ad entrambe le temperature testateL ' e s p meaihSADdjnvece,non
recuperail difetto di crescita, a differenza di quando osservatmel singolo mutante
Aporl. Cio conferma che la presenza del genepor2 € indispensabile nella
riattivazione della respirazione mitocondriale, e che in assenzdi essola cellula

non risponde allo stimolo fornito dalla hSOD1.
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3.1.4 Espressione del mutante hSOD1 G85R nel Apor1

Per verificare se la riattivazione del metabolismo mitocondriale & direttamente

c ol | e ga#tivita enanhalica svolta dahSOD1, e stato effatato il saggio di

dil ui zi one s e pdarlatlasgormdt@ ¢on ic reupapteo hS@D1 G85R. In
particolare la mutazione G85R, rinvenuta nella sclerosi laterale amiotroficagnde

la proteina incapace dieffettuard > at ti vita di smut wilsltymea t i pi
in quanto la proteina non assume forma dimerica, non lega il rame e i ponti

disolfuro si trovano in forma ridotta. (Borchelt D.R, 1994; Zetterstrom P.,2007;
CaoX.,2008).

In figura 3.5 é mostrato il risultato del saggio di diluizione sera | e . L’ espress
della forma mutata di hSOD1 G85R continua a recuperare il difetto di crescita del
Apor 1l al par.i dell a forma wild type, sugg
mitocondriale €& un effetto indipendente d

superossido tipico della hSOD1.

Aporl +pY¥YX142
28°C
Aporl + hSOD1 G85R %]

Apord +pYX142
37°C

Aporl + hSOD1 G85R

Figura 3.5 Diluizione seriale del ceppo Apor1 trasformato con il mutante hSOD1 G85R .Nonostante |l
mut ante G85R sia wuna forma pr i v anisfadatd,lla sad éspressior
ripristina il difetto ddelapmteirah3ODavt. de | ceppo Apc

3.1.5 Conclusione

La mancanza della proteina VDACL1 nel lievit8.cerevisiae ( porl), da luogo a
scompensi a livello del metabolismocellulare che non permettono il corretto
svolgimento della respirazione mitocondriale. Questo difetto @sservabile quando
il ceppo cresce in presenza di glicerolo o di altre fonti di carbonio non fermentabili,
le quali richiedono mitocondri pienamente funzionali per essereitilizzate.

Il fatto che hSOD1 regolil metabolismo mitocondriale € evidenziato dalrecupero

della funzionalita mitocondriale nel ceppo deleto della porina mitocondriale E
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stato infatti osservato che hSODxZipristina il difetto di crescita di Apor1 su tutte le
fonti di carbonio non fermentabili. Inoltre si assiste ad un recupero del poteriale

di membrana mitocondriale, della produzione dei ROSe al' i nduzi one
del | " espr es s i o n-earreddellalmembamaotitecondriale g8terna.
Qu eedffetto € indpende nt e d al | smatasicai dii SOB1, id i quanto

| " espressi one dmvoca nhumedasino effet®.8NuiRerosi dati in
letteratura dimostrano che SOD1 regola il metabolismo energetico, reprimendo la
respirazione mitocondriale quardo il lievito cresce su glucosio. Dal momento che
VDAC1 rappresenta una delle proteine chiave coinvolte nel corretto
funzionamento dell’  attivitodasmrivacomari alees
qguesto capitolo costituisce un interessante punto di partenza per capire in che
modo la proteina hSOD1 interviene nel metatlismo respirativo mediato da
VDACl1l.Per spiegare | > aumento di espressi one
proteine della membrana esterna & stato preso come modello il meccanismo
descritto da Tsang C.Ke collaboratori (2014), in cui e stata descritta la capacita di
SOD1di migrare al nucleo in seguito a fosforilazione delle serine 60 e 99, dove
agisce come fattore di trascrizione per i geni coinvolti nella difesa allo stress
ossidativo e rella riparazione dd DNA.

In particolare, & stato ipotizzato un modello la cui rappresentazione grafica puo
essere osservatanella figura 3.6. Il ceppo A p o,rpresentaun contenuto basso di
ROS dal momento che non effettua la respirazione mitocondrialeisilogicamente
yVDAC?2 e presente aosi bassi livelli che non permette diecuperare il difetto di
crescita su glicerolo per sopperire alla mancanza della prima isoformanoltre in
qguesto ceppo la proteina ySOD1 e distribuita nel citosol e nello spazio
intermembrana dove effettua la sua normale attivita enzimatica antiossidanten
seguito all’ ohSOHesshame mwusmolecole libedei nel citoplasma
probabilmente queste molecole prodotte dal messaggio del plasmide, non
possiedono sufficienti informazioni per essere trasportate nello spazio
intermembrana, causando un accumulo (stress) nel citoplasma. Queste molecole
sarebbero quindipiu disponibili per la fosforilazione e la conseguente migrazione
al nucleo. Nel nucleo hSOD1 si comporterebbela attivatore trascrizionale,

aumentando | espressione dei geni che cod
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mitocondriale esterna, e in particolare per yVDAC2n questo modo in seguito

all” aumento di yVDAC2 sul | a , siavrebbe am a

recupero della funzionalitd mitocondriale.

A
yS0D1
cytosol
ADP
AD ADP, NAD® Tomd0
VDACZ'/_D_/k}—{H, l -
IMS
av, § m
ySOD1 J - ’j////g
hsOD1 cytosol /ﬁ
VDAC2 pap 'YOA2 N y .
=) ADP iy mport o
Tom40 11 =
..I'L"{"—“—[ﬂ\‘w_ hsoD1
ST AESY
gEIE IR | xXo00000
$amso e |—>er L 3
IMs tomdD:
sam50
2w, /_\m

Figura 3.6. Modello proposto per spiegare la riattivazione mitocondriale sotto stimolo di hSOD1. A: nel
ceppolporl vi &€ una piccola quantita di yVDAC2, la quale non sostituisce yVDACL1 per lo scambio di metal
tra citosol e mitocondrio. ySODL1 e distribuita nel citosol e non & disponibile per la traslocazione nel nucl@®
in seguito all’  espressione di hsOD1, Vi € un at
disponibili per entrare nel nucleo, attivano la trascrizione di geni che codificano per le proteine del
membrana mitocondriale esterna.
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3.2 In che modo la SOD1 umana ripristina il metabolismo

mitocondriale?

3.2.1 Differenze tra i residui cisteinici delle sequenze SOD1 di lievito e
umana

La riattivazione della funzionalita mitocondriale del ceppo Aporl sotto stimolo
della SOD1 umana ma non della SOD1 di lievisyggerisce che le due proteine pur
essendo omologhe hanno qualche differenzahe compromette la loro funzione
all i nt er no Pedimiiduare le diffelenzé ehe potrebbero avere n
ruolo chiave in questo meccanismosono state comparate le sequenze
amminoacidiche delle due proteine L allineamento bioinformatico su Clustal

Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ ) delle due sequenze ha

evidenziato che esse presentano il 70% di similarita. InoltreH.Y. Yo0(1999) gia
negli anni passati avevadimostrato che la SOD1 umana e pienamente attiva nel

lievito privato della SOD1 enogena mediante delezione, dimostrando che le due

proteine sono intercambiabili. Osservando,nell’ a | | i n egh aménoacidi che
hsopl MATKAVCVLEGDGEPVQGIINFEQRE SNGPVEVWGS IKG-LTEGLHGFHVHEFGDNTAGCT
ysS0oD1 -MVQAVAVLKGDAGVSGVVKFEQASESEPTTVSYEIAGNSENAERCGFHIHEFGDATNGCV
Jtkk kkkkk ok he.-kkk 0 k% Lk K T, skk k- kkdkkk ok kK
hsopl SAGPHFNPLSRKHGGPRDEERHVGDLGNVTADKDGVADVSIEDSVISLSGDHCIIGRTLY
ysS0oD1 SAGPHFNPFRKKTHGAPTDEVRHVGDMGNVRKTDENGVARGSFRDSLIKLIGPTSVVGRSVV
kkkkkkkk - - kk k hk hkkkkokkk ok--okkk  k--dkdkok Kk K LTt kR -k
hsopl VHEKADDLGRGGNEESTKTGNAGSRIACGVIGIAQ
ysS0oD1 IHAGQDDLGRKGDTEESLKTGNAGPRPACGVIGLTN

-k khkkkkdk  kkk kkhhkkk Kk kkkkkkoo. -

Figura 3.7 Allineamento bioinformatico delle sequenze amminoacidiche di SOD1 umana (hSOD1) e di
lievito (ySOD1), ottenute mediante Clustal Omega. In alto: Le sequenze mostrano una percentuale
identitd uguale al 70%. In giallo sono state evidenziate le cisteine di entrambe le sequenze, in verde-Hel
dell a sequenza del |l ievito che nell’”uomo €& wunaro
(A) e nel monomero in arancione (B).
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hanno rilievo dal punto di vista strutturale (fig. 3.7), si puo notare che nella SOD1
umana vi sono 4 cisteine contro le 2 presenti nella SOD1 di lievito. €y8 e Cys
146 soro i residui conservatisian e | | ’ chemnel dievito, e sono coinvolte nella

formazione di un legame disolfuro intramolecolare essenziale per il corretto

ripiegamentod e | | ' efig.3.vBn &dud residui aggiuntivi che si ritrovano nella

SOD1 umana son€ys®6 , i mpacchett atbarrelaelCysi1ll,respestan o d el
sulla superfice del | atrapersabundd(fig.87A).vi ci no | " i
E stato dimstr at o che | ’ oasteined a zrésponsabile ddella | e

localizzazione subcellulare dellgproteina. Nonostante il meccanismo di targeting

sia ancora sconosciuto, e stato visto che
ripiegata e priva del cofattore metallicq € in grado di attraversare la membrana
mitocondriale esterna attraverso | complesso TOM ed entrare coshello spazio
intermembrana doves u b i s ¢ e Igli chapdon addettiaal subeipiegamento,

all " inserzione dei metal | i E€CHClodaViCor ma zi
1997). Al contrario la formazione dei ponti disolfuro nel cytosol previene

| ingresso della SOD1 negli organellilnoltre & stato visto che questo residuo

potrebbe legare metalli o altri ligandi come glutatione e tioredoxina, i quali
potrebbero impedire la sua riduzione con conseguente blocco del | " i mpor t
all " i n tialiri organdli (OgawaY, 1997). Delle due cisteine aggiuntive che si

ritrovano nella SOD1 umana, Cysl111 nella sequenza di lievito & sostituita da una

serina.

In questo | avoro €& mdprotsaqugstorssidao.Per’indagaree nz i on
sulla suapossibile funzione, sono statesffettuate delle mutagenespuntiformi per

sostituire da una parte la serina 111 del lievito con un residuo dcisteina (ySOD1

S111C) e d a | | ’laadisteinaadella sequenza umanaon una serina (hSOD1

C111S) Le sequenze mutantiottenuteec | onat e n espressianeintlievitoe d’
pYX142,sono statet r asf or mat e n e lporicperefietiuareniisaggi Wit e A
diluizione seriale e verificare se il cambiamento di questo aminoacido nella
sequenza della SOD1 di lievitocausa lo stesso effettalella sequenza SOD1 umana

ovvero il recupero del difetto dicrescita diAporl. | risultati dei saggi di diluizione

sono riportati nella figura 3.8.
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GLUCOSIO 2% GLICEROLO 2%

BY4742 + pYX142
Aporl + pYX142
Apor1 + hSOD1
Apor1 + ySOD1
Apor1 + hSOD1 C111S

28°C

Aporl + ySOD1 5111C
BY4742 + pYX142
Aporl + pYX142
Apor1 + hSOD1
Aporl + ySOD1
Apor1 + hSOD1 C111S

Apord +ysoD1 5111C

Figura 3.8: Saggi di diluizioni seriali su glucosio e glicerolo, del ceppo di lievito Apor1 trasformato con
le proteine mutanti hSOD1 C111S e ySOD1 S111C. | ¢ epoid trasfdrmati con i rispettivi costrutti, sono
stati piastrati su glucosio e glicerolo e le piastre ®o state incubate a 28°C o 30°C per-8 giorni.
L'’ espressione di ySOD1 S111C non provoca Trecup
Aporl, in modo analogo a ySOD1 wt. Il mutante hSOD1 C111S, diversamente dalla hSOD1 wt non perm
Apor1 di crescere su glicerolo, suggerendo una possibile implicazione di questo residuo nel recupero
metabolismo mitocondriale.

Mentre la presenza della SOD1 umana ripristina il difetto direscitadel Aporl su

glicerolo, la SOD1di lievito mutante S111Cnon riesce a farlo mostrando un

fenotipo di crescita molto simile a quello del controllo Aporl trasformato con il

vettore vuoto o con il vettore recante la sequenza ySOD1 wild typegespressione

di hSODInutante C111Snon recupera il difetto di crescita del ceppadporl su

glicerolo a differenza della proteinahSOD1 wild type Questi risultati suggeriscono

che i resi duo di cisteina 1in posizione

potrebbe avere wun ruolo rilevante nela riattivazione del metabolismo
mitocondriale, in quanto la sua sostituzione co un altro aminoacido, non permette

tale recupero.Al contrario, la sostituzione della serina in posizione 111 nella SOD1

di lievito con la cisteina, non portaado al recupero del difetto di crescita dilpor1,

potrebbe indicarechepr obabi | ment e, ad essere coi

che si trova in posizione 111 ma tutto il motivo che si trova nel suo intorno.
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3.2.2 Mutagenesi delle serine di hSOD1 coinvolte nella traslocazione al

nucleo

Le sequenze SOD1 umana e di lievitoontengonoresidui di serina in posizione 60
e 99,i quali in seguito a fosforilazione permettono laraslocazionedella proteinaal
nucleo, dove essainduce | ' e ssipne @ei geni coinvolti nelladifesa allo stress
ossidativo (Tsang CK., 2014). Nel capitolo precedente e stato visto ché@SOD1
attiva | ' es pr e s s i dell® methlerana njtecondriale esterna nel ceppo
Aporl, e sulla base del modello di Tsang C.K. é stato elaborato ipatesi per
spiegare la riattivazione della funzionalita mitocondriale Per verificaredunque se
| i nduzione d e | | prowisep dedas ©MM aveiene dsecbnidce il
meccanisnroc he prevede | ' i ngr e Rsaguenta di ISSODlle n e |
stata mutagenizzataper sostituire le serine60 e 99con residui di alanine,al fine di
impedire la loro fosforilazione e la successivdraslocazione né nucleo. Dopo aver
ottenuto la sequenza mutata, questa € stataclonata nel vettore pYXl42e
successivamenterasformatan e | c poplpllocceppo ottenuto estato utilizzato
per effettuare i saggi di diluizione seriale su glucosio glicerolo. Il risultato e
mostrato in fig.3.9.

Dopo 34 giorni di crescita a 30°C e 37°C, si pu0 notare ¢hsu glcosio, non vi

sono particolari difetti di crescita in quanto tutti i ceppi riescono ad effettuare

GLICEROLO 2%

BY4$742 + pYX142
Aport + pYX142
Apord + hSODI

Apor1 + hS0D1 560/99A
Aport +ySODL

BY4742 » pYX142
Aporl + pYX142
Apord + hSODI

Apor1 + hSODI S60/99A
Aporl +ySODd

Figura 3.9: Saggi di diluizione seriale su glucosio e glicerolo del ceppo Aporl trasformato con il
mutante hSOD1 S60/99A.L ' espressione della SOD1 priva del
per |l a sua traslocazione al nucl eoporl. non recup:t
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normalmente la glicolisi. Su glicerolo, e possibile osservare ancora anvolta la

crescita difettiva del ceppolporl, che vi ene recuper aelaa dal |
proteina hSODIvt. edpressione del mutantenSOD1S60/99A invece non riescea

recuperare il difetto di crescita del ceppo deleto della porina endogen&fatti il

ceppo risultante mostra un livello di crescita simile al ceppocontrollo Aporl
trasformato con il vettore vuoto. Cio suggerisce che la fosforilazione delle serine
indispensabile per permettere alla SOD1 di innescare meccanismi che portano alla
riattivazion e del metabolismo mitocondrialee chein assenzadi esse, noressendo

pit possibile la traslocazione della SOD al nudeo, non si ha il recupero della

funzionalitd mitocondrial e.

3.2.3 Conclusione

In questo capitolo, effettuando mutazioni sulle sequenze hSOD1 e ySOD1 sono stati
analizzati alcuni residui anminoacidici che sembrano importanti dal punto di vista
funzionale o strutturale. Nella sequenza hSODin posizione 111, vi € una cisteina
che risulta essenziale per permettere il recupero della funzionalitd mitocondriale
del C poplpmoquafto la sua mutazione in serinanon permette al ceppo di
crescere su gterolo. Il residuo 111 nella sequenza di lievito € una serina cheero,

se mutata in cisteina non conferisce lo stesso effetto della hSO@QWestorisultato
suggerisce che nella sequenza della proteina umana, la cisteina in posizione 111
conservata soloin alcuni mammiferi, potrebbe essere implicata nella riattivazione
del metabolismomitocondriale, ma conil contributo di altri residui.

Nell induzione d e lin Segudop & stiess i ossidaivp gselta i ¢ a
essenzialela fosforilazione delleserine 60 e 99 le quali mediano la traslocazione
della SOD1 nel nucle¢Tsang C.K2014). Inattivando tale fosforilazione mediante

la mutazione delle serinein alanine, non si ha piu la ripresa del metabolismo
mitocondriale del ceppo Aporl su glicerolo suggerendo che probabilmente la
proteina SOD1 per effettuare il ripristino delle attivita mitocondriali mediante

l i nduzione del | espr es s ihanesesdtaed ttagdocaper ot e i |
al nuclea Questodato risulta interessantenella comprensione @&l meccanismo che

instaura hSOD1 al | ' i cdluarpnva detlae daina mitocondriale e fa
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supporre la loro interazione funzionale, rilevante nella patogenesi di alcune
malattie neurodegenerative.lnoltre la futura verifica della presenzadella proteina
hSOD1 né nucleo, potrebbe essere urulteriore conferma alla propostadi Tsang
C.K, secondo cui la SOD1 avrebbeu n’' a z aggitm@va come attivatore

trascrizionale, funzione non meno importantedi quella antiossidante.
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3.3 Analisi dell’espressione genica del lievito Apor1 e di ceppi da

esso derivati

I risultat:i descritti nei c aeppressmneidellp r e c e d
SODl1lumana nel lievito deleto della porina mitocondriale (Apor1) provoca il
recupero del difetto di crescita su glicerolo, dovuto ana ripresa del metabolismo
mitocondriale. Nonostante in letteratura sia stato dimostrato ampiamente che la

SOD1 e coinvolta nel metabolismo del glucosio e nella repressione della
respirazione mitocondriale, € ancora da capire quale siameccanismoche avviere

a livello molecolaree che porta almiglioramento della funzionalita mitocondriale.

Per comprendere e tentare di spiegare questeffetto e stato sfruttato | approccio
"genome onmaidberd consolidato, me di ant aellal tecaologid | i o
microarray. In questo modo é stato possibile osservare contemporaneamente le
variazioni quantitative e qualitative di tutto il trascrittoma dei ceppi presi in

esame.

3.3.1 Analisi dell’espressione genica mediante microarray

L>anali si del | ' espr awwieocstta effgtteataiutdizzandon q u e ¢
microarray a RNA (OneColor Microarray-Based Gene Expression Analysis

Agilent). Gli RNA estratti dai ceppi sono stati coniugati con una molecola
fluorescente (cy3) e ibridati su vetrini contenenti sondeoligonucleotidiche di RNA.

La scansione dei vetrini di ibridazione ha dato come risultato una serie dalori

i ndi canti > intensita di f |l uoregatocdallaz a di
molecola target del campione. Questi dati, nhormalizzation il controllo interno

del | " esperi ment o, costituito da wuna serie
con il kit (spike-in RNA), sono statianalizzati statisticamentemediante un testOne

way ANOVA posthoc Tukey HSD.L 'sgerimento é stato condotto inquadruplicato.

| risultati ottenuti sono stati raggruppati in cluster gerarchici per la costruzione

delle heat maps, grazie alle quali & possibile visualizzare il grado di espressione di

un determinato gene in base al colore (il rosso indica sottoespressione, mentre il

verde sovaespressione). Nella heat map realizzatéig.3.10) i geniindicati nelle
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Figura 3.10 Heat maps dell’analisi dell’espressione genica dei ceppi BY4742, BY4742 +hSOD1, Apor1,
Aporl + hSOD1. | geni sono stati raggruppati in base al loro livello di espressione e la lunghezza del ran
inversamente proporzionale alla loro similarita. A sinistra € mostrato un ingrandimento della regione in cui
posizionato il genepori; nei ceppi di tale gene e possibile vedere una barretta rosso intenso che inc
| " assenza del gene. Nei ceppi wt i nve'cees praeddbgEmer ne
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righe sono stati raggruppati in base al loro livello di spressione nei 4 campioni
57



RISULTATI

Analisi dell’espressione genica

(colonne). La lunghezza dei rami che raggruppano i singoli gem,inversamente
proporzionale al loro livello di similarita. Le heat maps, pur fornendo una visuale
ampia dell intero risultato del | " esperi m
quantitativo. Infatti grazie ad esse e possibilsolo individuare quei gruppi genici

che presentano grandidif f er enze nel |l ' espressione tra i

3.3.2 Raggruppamento funzionale dei geni variati

L”analisi trascrittomica effettuata utili:
(approccio One @lor) richiede il confronto diretto tra due campioni, dd quali uno

costituisce il campione di riferimento o controllo. Dunque ilivelli di espressione

dei singoli ceppisono definiti da un valore di foldchange relativo alla condzione

scelta come controlloIn particolare in questo caso, come riferimente@ stato scelto

Aporl, e in questamodo é stato possibile confrontare tutte le altre condizioni tra di

loro. | confronti effettuati sono indicati di seguito:

BY4742 + pYX142 vs Apor1
Aporl+ pYX142 S Aporl
Apor1+ hSOD1 wt vs Aporl
BY4742 +hSOD1 wtvs Aporl

In questo lavao di tesi sono state analizzate solo le prime tre condizioni
escludendo dall > anal i sihSQDé& wichkadrd prsoin ceppo
considerazione in futuro.

Il valore di fold-changecosi ottenutoc i indica quanto varia |’ e
in un campione rispetto al controllo. Questo valore puo essere positivo o0 negativo a
secondocheil genesiarispettivamente sovraespresso o sottoespresso

Nell  interpretazione d esultana uti§ uslatiadi ttgols d i mi
bioinformatici che raggruppano i geni in famiglie funzionali.ll database piu

conosciuto ed utilizzato e Gene Ontology che raccoglie tutte le informazioni

disponibili sui geni noti e li suddivide in famiglie funzionali (Blake J.A& Harris M,

2003). Gene Ontology raggruppa geni in famiglie funzionali, rappresentate dai

processi biologici, dalle funzioni molecolari, e dalle coponenti cellulari. Un
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100 - prodotto genico ha una o piu funzioni
cellulari, puo essere coinvolto in diversi
processi biologici e infine puo essere
associab a diversi compartimenti cellulari.
Dato che la funzione molecolare é singola,

mentre la stessa funzione molecolare puo

essere associata a piu processi biologici, uno

stesso gene & presente in piu famiglie

funzionali.
Figura 3.11 Livelli di geni risultati |
sovraespressi o sottoespressi nei ceppi wt

e Apor1+hSOD1 relativamente al ceppo di esperimentO, Pno stat suddivisi in due
controllo. Apor1.

geni che risultano variati in questo

gruppi diversi (fig.3.11), geni sovraespressi e
sottoespressi Successivamente le liste di questi gersono stai sottomessial tool

bioinformatico Gene Ontology [ttp:// geneontology.org/) per la ricerca delle

famiglie funzionali a cui i geni appartengono. Le tabelle seguenti mostrano i

processi biologici e le funzioni molecolarcherisultano variate.

FUNZIONE MOLECOLARE
Wt BY4742
i - oom

GO Term N % |GOTerm N %
lcatalytic activity (GO:0003824) 215 54,6 |catalytic activity (G0:0003824) 295 47
binding (GO:0005488) 107 27,2 |binding {G0:0005488) 153 24,4
transporter activity (G0:0005215) 49 12,4 |structural molecule activity {G0O:0005198) 100 15,9
istructural molecule activity (GO:0005198) 13 3,2 |[transporter activity (GO:0005215) 53 8,4
receptor activity (GO:0004872) 5 1,3 [translation regulator activity (GO:0045182) 18 2,9
ignal transducer activity (GO:0004871) 3 0,8 |receptor activity (GO:0004872) 6 1

itioxidant activity (G0:0016209) 2 0,5 |antioxidant activity (G0:0016209) 3 04
Lotal 394 100 |[total 628 100

Tabella 3.1. Funzioni molecolari dei geni sovraespressi (sinistra) e sottospressi (destra) del ceppo wt
BY4742. N=numero totale dei geni. %percentuale dei geni appartenenti alla famiglia funzionale calcolata sul
totale dei geni sovraespressi (total N sinistra) o sottoespressi (total N destra).
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FUNZIONE MOLECOLARE
Aporl + hSOD1
B o
GO Term N % |GO Term N %
lcatalytic activity (GO:0003824) 274 47 |catalytic activity (GO:0003824) 234 53,5
binding {GO:0005488) 137 23,5 |binding (GO:0005488) 122 27,9
istructural molecule activity (GO:-0005198) 101 17,3 |[transporter activity (GO:0005215) 55 12,6
transporter activity {G0:0005215) 47 8,1 |structural molecule activity {G0:0005198) 12 2,7
translation regulator activity (G0:0045182) 15 2,6 [|antioxidant activity (G0:0016209) 5 1,2
receptor activity (G0:0004872) 7 1,2 [receptor activity (GO:0004872) 4 0,9
isignal transducer activity (G0:0004871) 2 0,3 [|translation regulator activity (G0:0045182) 3 0,7
signal transducer activity (GO:0004871) 2 0,5
[Total 583 100 [Total 437 100

Tabella 3.2. Funzioni molecolari dei geni sovraespressi (sinistra) e sottospressi (destra) del ceppo
Apor1 trasformato con hSOD1. N=numero totale dei geni. %=percentuale dei geni appartenenti alla famiglia
funzionale calcolata sul totale dei geni sovraespressi (total N sinistra)swttoespressi (total N destra).

PROCESSI BIOLOGICI
Wt BY4742
. oo
GO Term N % GO Term N %
metabolic process (GO:0008152) 254 33,9 |metabolic process (GO-0008152) 411 39,9
icellular process (GO:0009987) 236 31,5 |eellular process (GO:0009987) 372 36,2
icellular component organization or biogenesis cellular component organization or biogenesis|
(GO-0071840) 74 9,9 |(GO:0071840) 117 11,4
localization (G0-0051179) 71 9,5 |localization (G0:0051179) 71 6,9
biological regulation (G0O-0065007) 53 7,1 |biological regulation {G0O:0065007) 31 3
response to stimulus {GO:0050896) 51 6,8 |response to stimulus {G0O:0050896) 23 2,2
reproduction (GO:0000003) 5 0,7 |developmental process (G0:0032502) 3 0,3
idevelopmental process (G0:0032502) 3 0,4 |reproduction (GO:0000003) 1 0,1
multicellular organismal process
(GO-0032501) 1 0,1
lgrowth (G0:0040007) 1 0,1
total 749 100 Jtotal 1029 100

Tabella 3.3. Processi biologici in cui sono coinvolti i geni sovraespressi (sinistra) e sottospressi
(destra) del ceppo wt BY4742. N=numero totale dei geni. %=percentuale dei geni appartenenti alla famiglia
funzionale catolata sul totale dei geni sovraespressi (total N sinistra) o sottoespressi (total N destra).
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PROCESSI BIOLOGICI
Aporl + hSOD1
UP

GO Term N % |GO Term N %
metabolic process (GO:0008152) 392 39,7 |metabolic process {G0:0008152) 271 34,2
icellular process (GO:0009987) 360 36,5 |cellular process (GO:0009987) 249 31,4
icellular component organization or biogenesis
(G0O:0071840) 119 12,1 |localization (G0:0051179) 77 9,7

cellular component organization or biogenesis|
localization (GO:0051179) 65 6,6 |{GO:0071840) 72 9,1
biological regulation {GO:0065007) 26 2,6  |biological regulation {G0:0065007) 59 74
response to stimulus {GO:0050896) 22 2,2 [response to stimulus (GO:0050896) 52 6,6
idevelopmental process {G0:0032502) 2 0,2 |reproduction {GO:0000003) 6 0,8
multicellular organismal process
(G0:0032501) 1 0,1 |developmental process (GO:-0032502) 5 0,6

multicellular organismal process

(G0:0032501) 1 0,1

|growth (GO:0040007) 1 0,1
[total 987 100 |total 793 100

Tabella 3.4. Processi biologici in cui sono coinvolti i geni sovraespressi (sinistra) e sottospressi
(destra) del ceppo Aporl trasformato con hSOD1. N=numero totale dei geni. %=percentuale dei geni
appartenenti alla famiglia funzionale calcolata sul totale dei geni sovraespressi (total N sinistra) o
sottoespressi (total N destra).

3.3.3 Analisi dell’espressione dei geni mitocondriali

L’ anal i si del | " espressi one nong eoloi foraisce me di ar
i nformazioni sul | a negenicaamucicaren rea adchel sjuella s pr e s ¢
relativa al genoma mibcondriale.Come gi a descritto nell ’in

possiede un genoma mitocondriale codificaate per alcune proteine coinvolte
nell  espressione degl dialcubeessbanita dglla catenaimi t o c o |
trasporto degli elettroni. Grazieagli esperimenti effettuati mediante microarray e
stato possibile controllare | espressione
esame | risultati mostrati in fig.3.12 mostrano gia una notevole differenza tra il
ievito wild typel la mantanza d FNDACD el lievitoLausa un
abbassamento radicale dell’  espressione de
Infatti rispetto al Aporl (controllo), il ceppo BY4742mostra una sovraspressione
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Figura 3.12. Livelli di espressione dei geni codificati dal DNA mitocondriale. E evi dent e

del VDAC1 ponlechusaurosgegnimanto dei geni mitocondhli. La presenza di hSOD1 riaccen
| " espressione del p&NA mitocondriale di A

dei geni del DNA nitocondriale. Cio suggerisce uiimplicazione della funzione del

VDAC1 neliloonespgplledsgenoma dell’  organell o, |
scambio di metaboliti attraverso la membrana mitocondriée esterna. Infatti

stato visto che & regolazione del genoma mitocondriale dipende dalla
concentrazione di ATP nella matrice mitoc
nucleotide di tutti i trascritti (Amiott E.A.e Jaehning J.A.,2006). | motivi di tali

variazioni potrebbero dipenderedi r et t ament e dall a regol azi
dei geni mitocondriali, dalle copie di DNA mitocondriale(mtDNA), o dal numero di
mitocondri present.i all’ interno dell a cel
condotti alcuni esperimenti, volti a capireselav ar i azi one ddeigeni espr e

mitocondriali € correlata a una di queste cause.
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3.3.3.1 Quantificazione del DNA mitocondriale mediante PCR Real Time

La quantita di mtDNA e stata verificata mediante PCR Real Timemisurando

| > ampl i ficazi on egenki una
o R cox3,  localizzato ~ nel  mtDNA
® L”amplificazione @& st at
g,, 06 partire da un estratto totale di DNA dai
:f %% vari ceppi ottenuto come descritto in
2 ) 0;18 “F%? Looke M. (2011). | primer per i genicox3
W Apori  Apori+ e actl, sono stati disegnati come in

SOt Osman C.(2015). Il gene actl € stato

EWT EAporl OAporl+hsoD1 . . L .
usato per lanormalizzazione dei risultati,

Figura 3.13 Quantificazione relativa del gene mentre il fold-change é stato calcolato
cox3 mediante PCR Real Time. Il gene cox

codificante una subunita della citocromo ossida riSpettO al ceppo wild type. | risultati
risulta fortemente ridotto nel ce p o il
(p<0.001r i spetto al wt ) .
provoca un incremento del mtDNA di circa
10% (p<0.001rispetto al wt).

sono mostrati nella figura3.13. Nel ceppo

Aporl, i livelli di amplificato del gene

cox3 sono estremamente diminuiti in

confronto a quella del ceppo wild type(p<0.05).L " es pr e s s i opnoeocad i hSO
un leggero aumento dei livelli di mtDNA, in particolare di 1/10 rispetto alla

quantita presente nel lievito wild type (p<0.001). Cio suggerisce chéa mancanza

di VDAC1 nella cellula di lievito provochi un riassetto della biogenesi
mitocondriale che comporta una riduzione drastica del mtDNA rispetto al wild

type. Questo risultato inoltre conferma che, Bl ceppo Aporl, il netto calo

del | " espressione genica dell e proteine mi
guasi totale del DNA mitocondrialeTuttavia la presenza della hSD1, se da un lato

recupera i livel | i di espressione geni tranom el DN

riporta al livello del ceppo wild type la quantita di DNA mitocondriale.

3.3.3.2 Quantificazione dei mitocondri mediante citofluorimetria

Non sempre la quantita dimtDNA é correlata direttamente dh quantita di

mitocondri. Infatti si puo avereuna variazione nel numero di copie di mtDNA
all”interno dei mi tocondr.i i n seerdith o a di

come avviene nel caso del fenotipo dievito chiamato petite o rho 0. Questo

63



RISULTATI

Analisi dell’espressione genica

fenotipo, pur avendo i mitocondri, non presena mtDNA (Ephrussi B., 1949; Dunn
C, 2006), ed e quindiprivo dei complessi della catena dirasporto degli elettroni.
Esso pur non effettuando la respirazione mitocondriale, riesce a crescersu
glucosio, sfruttando interamente il metabolismo fermentativo

In questo lavoro, ger quantificare il numero di mitocondri della cellula, & stata
misurata, la fluorescenza del Mitotracker Green mediante citofluorimetria. Il
Mitotracker Green € una sonda fluorescenteche lega i mitocondri in modo
indipendente dal pdenziale di membrana In particolare esso diffonde
passivamente attraverso la membrana plasmatica e si accumula nei mitocondri
attivi, legandoil gruppo tiolico libero delle cisteine dele proteine mitocondriali. E

stato visto che & con@ntrazione di questa sondae circa 300 volte piu alta nella

A B
150 -
125 -
§ 100 -
Q ]
2 ._a; 75 -
£
& 50 *
[]
0 T T 1
BY4742 Aporl Apor1+hS0D1
C
300
—— BY4742
— Aporl

2291 Apor1 +hSOD1

Count

FL1

Figura 3.14. Quantificazione della massa mitocondriale mediante citofluorimetria. Il Mitotracker Greer
legando le proteire mitocondriali indipendentemente dal potenziale della membrana, rivela la massa (
mitocondri della cellule. A e C: distribuzione della popolazione cellulare In A, il riquadro rosso indica |
popol azione di circa 50000alkiesiulkencBGeeéemssttatas
fluorescenza & <correlata al numer o di cellule.
sovrapposti indicando che la quantita di mitocondri nei due ceppi € molto simile e maggiore gilella del ceppc
AporBl. | stogramma ricavato <calcolando | a per cepotl
presenta un decremento del 75% del numer o di mi t
hSOD1 causa un aumento tla quantita mitocondriale, in modo paragonabile al wild type.
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matrice mitocondriale piuttosto che nel citosol probabilmente a causa delhb del
compartimento. Per questo motivola fluorescenzarisulta correlata alla massa

effettiva totale dei mitocondri.

La figura 3.14 mostra i | risultato dell " anal i si Ci

trattamento con il Mitotracker Green. | picchi del graficd-L1 (fig.3.14C) appaiono
stretti e ben compatti indice di una popolazione omogenea di cellule.

L’ i st o ganrfige3ddBamostra la quantificazione dei mitocondri, in termini di
percentualerelativa al ceppowt BY4742. | risultati mostrano un decremento nella
percentuale ddla massamitocondrialed e | c poplpdiocirca il 70% rispetto al
ceppo wild type (p<0.01). L’ espressione della hSOD1
guantita dei mi tpertripristthando i livalildel ceppo wild tyde .

| risultati ottenuti sono in accordo sia con i risultati dei microarray, che con quelli
della PCR Real Timalimostrando che | ' assenza di VDACI1

che porta alla riduzione dela massa mitocondrialecon conseguente diminuzione

del mtDNA.l nol tre i n seguito abhskisteead pa rpes|Ai o n e

(aumento) della massa mitocondriale, che raggiunge livelli molto simili a quelli del

CEeppo wt.

3.3.4 Conclusione

L’ amial del | " espressione genica ha fornito

del genoma mitocondriale.E ’'stato visto che la mancanza della proteina yVDAC1,

provoca uno s p e g nniqoaata it livello ddesptessionte DelNgeni
mitocondriali delle cellule npor1 sono molto bassin confronto alle cellulewt. Sono
note alcune condizioni in cui la delezione idun determinato gene nucleare
comporta la perdita del DNA mitocondriale. Nel caso di questo lavoro, la riduzione
del | " espr essi on @pord, &€ accaanpagnata éal unacidupigne della
guantita di copie di mtDNA e della massa mitocondriale. Probdimente, questo e
dovuto al fatto che la cellula, non riuscendo ad effettuare la respirazione
mitocondriale a causa della scarsissima presenza delle subunita della catena di

respirazione codificate dal mtDNA, riduce al minimo la biogenesi mitocondriale.
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Estato i nol tre osservato c he | riaivapr es s i
| ' eessjprre dei geni mitocondriali ripristinando la condizione fisiologica del

ceppo wt. Contestual mente all’incmpement o
trasformato con hSODJ1 si assiste ad un aumento sostanziale della massa
mitocondriale ma non a quello del DNA mitocondriale, che aumenta di solo circa |l

10% rispetto alla condizione del ceppo wt. Dunque, il recupero della funzionalita
mitocondriale del cepponporl i n s e g esprassioneadklla proteina hSOD1
potrebbe essere i r i smaksa anttocondrdile Icbn” a u me n

conseguente incremento dell’  espressione (e
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3.4. Studio della parete cellulare dei ceppi pporl e derivati

Il lievito € uno degli organismi piu utilizzati come organismo modello per la sua
facile manipolazione. Tuttavia alcune sue caratteristiche richiedono alcune
precauzioni e reagenti particolari per ottenere determinati risultati. E il caso della
parete cellulare, struttura tipica del lievito che protegge la cellula da fattori esterni
e ne mantiene la formala rottura della parete cellulare € una questione delicata,
ben conosciuta da chi manipola frequentemente i lieviti. Infatti se si vogliono
isolare organelli del lievito la prima cosa da fare é eliminare la parete cellulare e
formare gli sferoplasti, ovvero ottenere le singole cellule circondate

esclusivamente dda membrana plasmatica Il principale metodo che viene

utilizzato per permettere diot t ener e gl i sf er opd emdot i e
gl ucanase catiiéta spezificanei canfrohti delle varie componenti della
parete e ne permettono la sua degradazione senza distruggera membrana
plasmatica e preservando cosi tutte le struttre subcellulari.

Durante | o svolgimento degl. esperi ment

di hSOD1 nel nucleodelle cellule del ceppoAporl, era stata programmata
| " estrazi one di hitaudh mauclefi peaeffettoare € westarnr blot lee
prove di estrazione dei nucleidalle colture dei diversi ceppi,hanno permesso di
individuare una particolare caratteristica fisica delle cellule del ceppo di lievito

Apor1 trasformato con hSOD1In particolare € stato osservato chda Zymolyase

BY4742 + pYX142 Aporl + hSOD1

Figura 3.15. Effetto della Zymolyase sui ceppi BY4742 e Aporl + hSOD1 osservato al microscopio

ottico. | ceppi sono stati trattati con | ' e B3le cellule ge
ceppo BY4742formano questiaggr egat i a causa della rottura
hsSOD1 invece, non subisce | effetto dell’end

plasmatiche delle cellule, che rimangonben visibili mantenendo la loro forma leggermente ellittica.

67



RISULTATI

Studio della parete cellulare

un mix di enzimi con attivita di endo-glucanasenon ha nessun effetto sulla parete

cellulare di Aporl + hSOD1, rendendo cosi impossibile la formazione degli
sferopl asti, necessar.i per | ' ladotntaaoned one d
degli sferoplasti, di norma viene seguita al microscopio, aggiungendo qualche

goccia di SDS alla coltura trattat@on Zymolyase Come € possibile vedere nelle

foto scattate al microscopioottico in figura 3.15 il lievito BY4742d opo | " aggi un
di Zymolyaseforma gli sferoplasti. Nello specifico le foto sono state scate dopo 2

ore di trattamento per evidenziare chel " enzi ma non ha alcun e
Aporl trasformato con hSODL. Infatti il detergente SDS non agisce sulla membrana

delle cellule di tale ceppo lasciandde intatte anche dopo il trattamento con
Zymolyase Al contrario, gli sferoplasti delceppo BY4742 in presenza di SDS si

disgregano e dano luogo agli aggregati visibili nella figura di sinistra.

3.4.1 Test di sensibilita alla Zymolyase

Dopo aver constatato, al microscopiol ' i n e f f d Zymotyasesuladeppdipori
trasformato conhSOD1, e stato messo a puntm test di sensibilitaper confrontare

i livelli di r esi st en z adeiadivdrsi eeppz lLencalture di lievito in fase
esponenziale(ODsp0=0.8), sono state trattate con 60 g di Zymolyase 100T. Dopo

| " aggliednt a@n sitma o méoogmiat mez z2'O®r a 2wer un t
Il grafico, in fig. 3.15 mostra il risultato medio di 3 esperimenti indipendenti. La
sensibilita e stata calcol ata ewoehtempper cen:
ri spet teoinizéale.ll’'ceppp di lievito wild type gia nella prima ne z za’ o
raggiunge un decrement@ari al 95% d e | kogin2zidle (p<0.01). Cid dimostra che

la Zymolyase agisce in modo specifico sulla parete di questo ceppo, facendo
diminuire la densita ottica della coltura che éinteramente dovuta alla parete

cellulare. Un dfetto opposto si pud notare per il ceppo deleto della porina
mitocondriale, che risulta meno sensibile del ceppo wild typeson unadiminuzione

di circa il 25% della suaODsoo (p<0.01). Questa ridotta sensibilitaviene ancor piu

diminuita dalla presenza ella SOD1 umanala quale rende il ceppo Aporl

estremament e resistente al | enzgeomaan dopo
accenna a diminuirema nt e n e negd iniziale!LOE s pressi one di hSC

S60/99A, riporta la sensibilita del ceppo Aporl a livelli simili a quelli del ceppo
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wild type BY4742, mostrando ancora una volta che la mutazione delle serine
fosforilabildi della hSOD1 in alanine, an
conferisce al ceppo deleto della porina mitocondriald. n o | tffett® oskervabie

in seguito all’espressi onelpakdoifeamnapheét ei n a
unicamente la proteina SOD1 umana a causare anomalie nella struttura della

parete della cellula. Laridotta sensibilita del ceppoAporl trasformato con hSOD1,

dimostra che la Zymolyase non riesce ad esplicare la sua attivita sulla pse

cellulare, probabilmente perché la parete presenta una modificazione della
composizionein (1,3-glucani, che costitui sconglcanaseo ber s a/

lo strato esterno di mannoproteine che limita la permeabilita della paretealle

molecole.
100 -+
80
b BY 4742
8 60 -
[f-]
8 —— Aporl
x40
Aporl+hSOD1
20 1 —— Aporl +hsOD1
S60A/S99A
0 . =+ Aporl+yS0D1
0 30' 1h 1h30’ 2h
Tempo

Figura 3.16. Test di sensibilita alla Zymolyase. Le colture in fase esponenziale sono state trattate con 60
di Zymol yase 100T, eodp réi nsat aet oo gmis umaztad dd edDOd ogn
totale di 2 ore.Dopome zz' or a i | ceppo BY4742 riduce | a pal
trasformati con ySOD1 e con il mutante hSOD1 S60/99¥a presenzadh SOD1 wt c oporfl e mlta
resi stenza, eodnon digpnmuascetrirmandndo ©d3tante avalori molto alti (p<0.01 rispetto al ceppc
wt).La sola mancanza di VDAC1 invece, provoca Uun®
pari al 30% (p<0.01 rispetto al ceppo wt)

3.4.2 Rimodellamento dello strato di chitina

3.4.2.1 saggi di diluizioni seriale su Calcofluor White
Il Calcofluor White (CFW, Fig 3.17) € una molecola fluorescente arica

negativamente che lega polimeri nascenti di chitina (polisaccaridi -1 , 31,4)(3
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attraverso legami idrogeno e

a OH\/\‘NNOH O OH\ANNOH
N,,J\T %, N,,J\T interazioni dipolo, impedendo cosi
QEKNJ\EQ«MCH EJ\NJ‘EO la cristallizzazione e la formazione
S o _ S
% di microfibrille. Quando il lievito

Figura 3.17 Formula di struttura del Calcofluor White. cresce In presenza di- &lcofluor

Sono ben visibili gli anelli benzenici con le cariche negath \A/hite il ciclo cellulare non
necessarie per |l a diffusio
progredisce e la chitina tende ad

accumul a rrmoidelladellula. iinoltreesi formano strutture multicellulari in

s e g ui t dancompleta iseparazione tra cellula madre e cellula figlia e ad un
anomalo assemblaggio del setto. Al microscopio la fluorescenza @HW, in seguito

a legame con la chitina, di norma osservabile debolmente sulle pareti laterali, e
pit intensamente nel punto in cui la cellula sta gemmando (dosiddetto anello di
chitina del setto di divisione) o a livello delbud-scar, ovvero della cicatrice rimasta
in seguito alla separazioe tra cellula figlia e cellula madre ElorzaM.V., 1983).

In questo lavoro,sono stati effettuati saggi di diluizione seriale su terreno solido
YPD addizionato di10, 50, 100 pg/ml di CFW. Le piastre sono state incubate ad
una temperatura di 28°C per 24 giorni, al termine dei quali, essesono state
esposte alla luce UV per evidenziare la fluorescenzih CFW Nella figura3.18 &
mostrato il risultato delle diluizioni seriali. Gia alla concentrazione di 1@ug/ml di
CFW soncevidenti difficolta di crescita del ceppoApor1 rispetto alla crescitadello
stesso ceppahe siottiene su terreno completo.

Questa sensibilita aument a cencentpaziame, iho pi U
ad inibire | a c r e spori &lla madsima doncentraziondestata (100 pg/ml).

L ' e sgwonealihSODL1 invece conferisceesistenza al CFWn quanto il ceppo non
presenta alcuna difficolta di crescitala crescita é paragonabilea quella del ceppo
wild type BY4742 Il ceppo Aporl trasformato con la hSOD1mutante S60/99A,
mostra invece un livello di crescita molto piu simile a quello delApor1 trasformato
con il vettore vuoto, suggerendone una simile sensibilita al CFWh fig. 3.18, in
basso, sono mostrate le foto delle piastre irradiate con una lampada Uyer
visualizzare la fluorescenza detomposto in seguito asuolegame ca la chitina. E
subito chiaro che tutt.i [ ceppi apprd | i zz at

che esprime hSOD1, il qualesulta opacorispetto al ceppo wt, pur essendo

70



RISULTATI

Studio della parete cellulare

YPD + 50 pg/mml CFW YPD+ 100 py/ml CFW

BY4742+ pYXi42
Apord + pYXIS2
Apori + hSODI

Aporl + hSOD1 560/99A
dpord + ySOD1

Figura 3.18. Diluizioni seriali su terreno completo addizionato di Calcofluor White (CFW) a 10, 50,
100 pg/ml. Gia a 10 pg/ml il cepo Aporl mostra una leggera sensibilith che aumenta al crescere de
concentrazione. Il ceppoA p o trakformato con hSODL1 risulta il piu resistente riuscendo a resistere a
concentrazione testata piu elevata. In basso, le piastre sono state illuminatencuna lampada a raggi U
Tutti i ceppi risultano fluorescenti a causa
ceppolporl che esprime la proteina hSODL1.

similmente resistente al CFW Cio suggeisce che nel ceppo Aporl che esprime
hSOD1il CFW non lega la chitina peruna ridotta quantita o a causa duna ridotta

permeabilita della parete

3.4.2.2 Analisi della quantita di chitina mediante microscopia e

citofluorimetria

Il Calcofluor White,d t re ad essere wutilizzato come a
della parete cellulare nei saggi di crescita viene sfruttato in microscopia per
visualizzare le componenti di chitina ocellulosa della parete di funghi e piante.

Esso infatti emette fluoresc@za quandoviene eccitato conund unghezza d’ or
di 360nm in modo direttamente proporzionale alla quantita di chitina legataGili

stessi cepp analizzati mediante diluizione seriale sono stati osservati al
microscopio ad epifluorescenzalopo breve trattamento con CFWLe foto ottenute

mostrate in figura 3.19, evidenziano, innanzitutto, che in campo chiaro itre ceppi

presentano morfologia differente: le cellule delceppo Aporl appaiono di forma
sfericarispetto a quelle del wild type di forma leggermenteellittica. Questa forma

tipica della specieS.cerevisiae viene mantenuta anche dal ceppdpori trasformato

con hSOD1 wt Variazioni nella morfologia cellulare dd lievito possono verificarsi

in risposta a stress osmotid di varia natura, di cui risentono i ceppi mutanti che
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Aporl +
hsoD1

Figura 3.19. Osservazione al microscopio ad epifluorescenza dei ceppi BY4742, Aporl e Aporl +
hSOD1. In campo chiaro si notano differenze nella morfologia dei tre ceppi analizzati. Le immagini
fluorescenza rivelano differenze nella quantita e @lla localizzazione della chitina In condizioni fisiologiche
nel ceppo wt la chiina € localizzata sul setto di divisione e in scarsa quantita sulle pareti later:
Nporlpr esenta chitina escl usi vpmnmeasforrmatocanhSOBIadn € visibiteile
fluorescenza del calcofluorro indicando una probabile asseazi chitina.

presentanouna parete debole o un pathway dima nt e n i memnegrica dellae | |
parete alterato.

Le colture trattate con CFW ed eccitate con un laser Uwostrano intensita e
localizzazione di fluorescenzadifferente. Nelle cellule delceppo wt la chitina si
localizza principalmente sul setto di divisione, gpoco intensamentelungo le pareti
laterali. Questa rappresenta la condizione fisiologicamente normale in quanto la
chitina viene depositatamaggiormente nel punto di gemmazione di ma cellula. Il
ceppo Aporl presentauna netta riduzione del segnalelocalizzato debolmente solo
sul setto di divisione, suggerendo un decremento della quantita di chitind.e
cellule del ceppo Aporl trasformato con hSOD1 wt presentano due diverse
tipologie di segnale fluorescente. Alcune cellule appaionocolorate in modo
omogene e seosservate in campo chiaro presentao granulazioni al loro interno.
Un altro gruppo di cellule nonpresentano alcuna fluorescenza, e in campo chiaro
corrispondono alle celluleche stanno gemmando.

Una quantificazione statisticamente significativa del segnale fluorescente dovuto al
legamedel CFWalla chitina € stataeffettuata mediante citofluorimetria. Le colture

in fase esponenziale di crescita sono state trattateon 50 mMdi CFW per 10
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minuti e in seguito é stata analizzata la fluorescenzael canale FL8. | risultati
dell anal i si mo s t 3.28 banno ooeférmato pienargente eid che era
stato osservato al microscopioll ceppo Aporl che esprimehSOD1 presenta una
riduzione della fluorescenza di circa 8% in confronto a quella del lievito wild type
(p<0.05). Tale riduzione si osserva gia nel ceppfporl (p<0.05 rispetto al ceppo
wt), ma viene aumentata in presenza della hSOD1. La presenza del mutante

S60/99A invece liporta la fluorescenza aun livello simile aquello del ceppowt.

100 -+

% dl riduzione della quantith dl chitina
8

i
-
"] l ﬁ
0 - . | |
BYA742 Aporl Apor1+hSOD1  Apor1+hSOD1

S60/99A

500

——— BY4742
— Aporl
3754 Apor1 +hS0D1

—— Apor1 +hSOD1 S60/99A

Figura 3.20. Quantificazione del contenuto di chitina mediante citofluorimetria. La fluorescenza a 36(
nm é stata misurata nellecolture in fase esponenzialgrattate con 50 pg/ml di calcofluoro per 5 minuti. A:
distribuzione cellulare. La linea rossa racchiude una popolazione omogenea di circa 50000 cellul€:
sovrapposizione della fluorescenza dei vari ceppi. Lo spostamento a sinistra del picco del ceppporl
trasformato con hSOD1 indica una minore fluorescenza, ovvero una minore quantita di chitina rispetto
ceppo wt.B: quantita di chitina dei vari ceppi in relazione al ceppo wt. (*) = p<0.05 rispetto al ceppo w

type.
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3.4.3 Saggi di diluizione seriale su altri composti che perturbano la
stabilita della parete cellulare

Esistono nolti composti in grado di perturbare la parete cellulare chesono stati
utilizzati per identificare i geni coinvolti nella biosintesi delle varie compnenti
della parete cellulare (de ®ot P.W, 2001). Tra questioltre al Calcofluor White
che, come gia spiegatgrecedentemente inibisce la polimerizzazione di chitina
(Elorza M.V., 1983), vi € il sodio-dodecil-solfato (SDS, un detergente che
destabilizzala membrana plasmaticae di conseguenzaa corretta biosintesi della
parete, infatti una parete non perfettamente integrapresenta un aumentata
accessibilita a SDSShimizu J, 1994). Altro agente che interferisce con il corretto
assemblaggio della parete € costituito dalla caffeina. Questo composto viene
generalmente aggiunto alle colture diS.cerevisiae per valutare la funzionalita del
pathway di Slt2 nota anche comeMpkl, una MAP knase effettrice che assicura

|l "integrita della parete cellul are. I
sensi bili alla caffeina. 1 risultato
trascrizione RIm1 che controla i geni relativi al cell wal (Smits A, 2001; JundgJ.S.,
2002). Questopathway € in grado di proteggere'integrita cellulare e per questo
motivo viene attivato in condizioni che compromettono la stabilita della parete
cellulare: alta temperatura, shock iposnotico, danni alla biosirtesi della parete

esposizione ad agentche legano la parete come CFWo/o red,Zymolyase.

3.4.3.1 Saggi di diluizione seriale su caffeina

In questo lavoro la caffeina & stata aggiunta al terreno completo YPD con una
concentrazione di 12 mMaddizionato di aga per la preparazione di piastre su cui
effettuare i saggi di diluizione seriale.Oltre alla caffeina in una piastra & stato

aggiunto 0.5M sorbitolo, uno zucchero non degradabile dalla cellula che serve per

mu t
di

variare | " osmol ar i t kb quesol modoe passbiledestdre secr e s ¢

viene attivata | a Vi a met abol i ca rel ati va al |l

r

pathway) oltre aquel | a di mant eni ment ginguentoludnai nt egr

ripresa di crescita
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12mM Caffeina
YFD 12mM Caffeina +0,5 M sorbitolo

BY4742 + pYX142
Aporl + pYX142
Apor1 + hSOD1

Apori + hSOD1 S60A/599A
Aporl +y50D1

Figura 3.21. Saggi di diluizione seriale su terreno completo addizionato di 12 mM di Caffeina, o 12
mM Caffeina in presenza di 0,5 M Sorbitolo. L’ assenza della porina mi!l
difetti di crescita su caffeina, permettendo al ceppdpor1 di crescere alivelli simili a quelli del ceppo wt.
Tratuttil’ uni co ceppo che mostra dipbritiasfooratb @on HSOD1c Ta
difficolta di crescita si presentaanche su sorbitolo. L' espr essi one di hSOD
conferisce paticolari fenotipi di crescita sui substrati testati, che risultano essere simili a quelli del cepy
wt.

Le piastre sonostate incubate a 28°C insieme alla piastra di controllorPDsenza

caffeina. Il risultato & mostrato nella figura3.21. Come é possibile osservare ceppi

testati non mostrano particolari difficolta di crescita in presenza di caffeinaccetto

i c @@ ptrasfornato con hSOD1, il qualepresenta una crescita difettivasia

su caffeina che su caffeina addizionata di sorbitolo. Questo risultato suggerisce
chiaramente che la presenza dellgproteinah SOD 1 pore dausadanomalie nel

pathway ditr asduzi one del segnal e che assicura
Da notare come | espressione della protei:H

un fenotipo di crescita simile a quello del ceppdporl.

3.4.3.2 Saggi di diluizione seriale su SDS

Il sodio dodecil fosfato, o SDS, € un detergente anionico che a basse concentrazioni
interferisce con la normale biosintesi della parete cellulare. Normalmenta parete
cellulare € impermeabile aSDS, ma seiene sottoposta aqualche stress che ne
causa il suo rimoetllamento, le molecole possono infiltrarsiattraverso di essa e
raggiungere la membrana plasmaticaintaccandone la stabilita e favorendo la lisi
cellulare.In questo lavoro,400 pg/ml di SDS sono stataggiunti al terreno YPD e su
tale terreno solido sono state depositate le diluizioni seriali delle varie colture.

Dopo 2 e 4 giorni di incubazione a 28°C e stato osservato il risultato, mostrato in
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figura 3.22. Ga al secondo giornodi incubazione eevidente che, mentre i ceppi

Aporl presentano una crescitar dotta rispetto alporwi | d t
trasformato con SODL1 risulta esserd ' u sengsibde ala presenza diSDS, e non

riesce a crescere nemmeno dopo 4 giorni di incubazione. Questo risultato potrebbe

far pensare ad un rimodellamento della paretee!l | ul ar e che per mett

della molecola testata attraverso la parete rendendo la membrana plasmatica piu

accessibile e piu soggetta all’azione dell
YPD 400ug/ml SDS
BY£742+ pYXiLD (o) :
Aport + pYXi42 o

Aport + kSOD1

Apori + KSOD1 SE0A/S9SA
Aporl +yS0D1

2glornl 4 gloml

Figura 3.22. Saggi di diluizione seriale su terreno completo addizionato di SDS. Le piastre su cui sono
state depositate le diluizioni delle colture sono state incubate per 4 giorna 28°C Dopo 2 giorni, Aporl
trasformato con SODlpresenta difficolta di crescita, che continuano anche al 4°, rispetto al controllpor1 e
wt. Di contro i ceppicontrollo BY4742 e Apor1, non mostrano difetti nella crescita. La trasformazione con
hSOD1 S60/99Aiporta allo stesso fenotipo dei ceppi controllo.

3.4.5 Conclusione

L applicazione del protocollo di formazione degli sferoplasti, necessario per
| " estrazi onlea patneesso di wssénare ,una particolare resistenza
all’”enzi ma Zy mo | Apart drasfodratio con ehS@DA. Questa
osservazione hadato inizioa | | * ap pr o f o rsdiondella pate cekularke. o
| saggi effettuati per verificare le resistenze a diversi tipi di composti hanno
rivelato che la parete cellulare deteppo Aporl che esprime hSODha aubito un

rimodellamento che da una partelo rende piures st ent e al | endogl u
Calcofluor White, d a | imvecadumeanta lasua sensibilita a caffeina eSDS La

resistenza alla Zymolyase s uggeri sce una modi-glucaniazi one
dei -gutani@he costituiscono lo strato piu spesso della parete cellulare. La

chitina, rivelata dal legame con il emposto fluorescente CFW risulta essere

scar sament e pr emwrdché esprimeldproteirea @ L dumentata
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resistenza di questo ceppo a Zymolyase €FWe contrapposta alla sensibilitanei
confront.i di caffeina e SDS. L’ assenza
rimodellamento ha reso la parete piu lassa permettendo la diffusione delle
molecole di detergente attraverso di essa le quali degradano la membrana
plasmatica impedendo la ripraluzione delle cellule. Infine la sensibilita alla
caffeina di most mpal tradioematcn eh hSORLp § attivaNa via

met abolica di mant eni ment o deMAPKinasnSIitz gr i t a
la quale viene inattivata dalla caffeina stesa, impedendo la crescita del ceppda

mancata ripresadi crescita su caffeina n s e gui t odi sotbitolo sngsga unt a

che il ri model |l amento della parete non €
all’” osmoregol azione.
Agente chimico
SENSIBILITA Zymolyase Calcofluor  Caffeina  SDS
BY4742 si no no no
= Aporl intermedio si no no
% Apor1+hSOD1 no no si si
= Aporl1+hSOD1 si si no si
S60A/S99A

Tabella 3.5. Riepilogo della sensibilita dei vari ceppi agli agenti chimici.
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3.5 La seconda isoforma di VDAC nel lievito S.cerevisiae

Nel lievito S.cerevisiae esistono due geni che codificano per le proteine VDAC della
membrana mitocondriale esterna. Il geneporl codifica per la prima isoforma
yVDAC1, la forma pit abbondante e piu studiata. E statadividuato pure un
secondo geneporz, codificante per una proteinale cui predizioni bioinformatiche
prevedono una struttura 3-barrel. Questa proteina non &€ mai stata estratta dai
mitocondri a causa della sua scarsabbondanza.

In questo lavoro, alla lucedei risultati di PCR Real Time che mostrano un aumento
del | " espr ew2sn ®Iln e c eirp trasfoimato con hSOD1, é stato
intrapreso lo studio di tale proteina. Inparticolare, in un primo momento e stata
prodotta la proteina ricombinante per effettuare una caratterizzazione di tipo
elettrofisiologico. Successivamente € stat@nalizzatala funzionalita della proteina
direttamente in vivo utilizzando come organismo modello diversi ceppi di lievito

S.cerevisiae.

3.5.1 Caratterizzazione elettrofisiologica della proteina ricombinante

yVDAC2

3.5.1.1 Espressione eterologa della proteina yVDAC2 in E.coli

Per ottenere la proteina ricombinante, la sequenza codificante ottenuta mediante
amplificazione de cDNA ricavati dagli RNA estratti d&.cerevisiae € stataclonata
all i nterno deslpeve tftiexpessippednE. 2bl. A protocollo di
espressione e stato ottimizzato testando diverse concentrazioni di IPTG, diverse
temperature e tempi di incubazione(fig. 3.23A), e alla finele condizioni ritenute
migliori sono state una concentrazione di IPTGpari a 4mM, una temperatura di
30°C perun tempo totale di3 oredi induzione.

Una volta eff etgpelletctllalard e statolisato zon anmtaanpond di
lisic o nt e n ealtatcencentnaZine di urea, adatto adenaturare esolubilizzare
tutte le proteine di ogni compartimento cellulare U naliquota di lisato del
campione indotto insieme a quello detampionenon indotto sono stati caricati su
un gel di poliacrilammide 12%per controllare medante SDSPAGE <che | " i ndu

della proteina eterologafosseavvenuta. Successivamentd lisato proteico e stato
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purificato mediante cromatografia di affinita sfruttando la tag di 6xHis,e in seguito
le eluizioni sono state caricate per controllare quale frazione contenesse la
proteina. In fig. 3.23B e possibile osservare il risultato delh corsa elettroforetica

dell e varie fratiespredesioeéudedbl a protei

con successo: nell’”indot B®kDaedhemonesighiet e un a
nel campione non indotto.Ut i | i z zaiquatao di aampione non indotto e
un’ aliqudebauideil bme 36 stato effettuato un

anti-6xHis al fine di verificare che la proteina estratta sia quella desiderata
(fig.3.22C) Infine parte della 3° eluizione, contenente gran parte della proteina e
stata refoldata in 1%LDAO e dializzata al fine di ottenere una @teina ripiegata
correttamente in una soluzione priva di tracce di vea. La proteina ricombinante
cosi ottenuta é statautilizzata per effettuare la caratterizzazione elettrofisiologica

al bilayer artificiale.

1h 2h 3h 4h 1h 2h 3h 4h
A \ | B  E— A i L

0.05 04 005 04 005 04 005 04 NI M 005 04 005 04 005 04 005 04
KDa  ;pt mM mM mM mM mM M mM KDa 4 mM mM mM mM mM mM mM

Frazioni dell'eluizione
M 1* 2°3 4 5 ¢ 78 9

S8 8 &38

Figura3.23. SDS-PAGE di controllo della purificazione della proteina ricombinante. A:Prove di induzione
a diversa concentrazione di IPTG, temperature tempi. Le condizioni ottimali sono state definite in 0.4mM

IPTG, 30°C,e 3 oreB: gel elettroforetico delle frazioni del | " el u
nella terza frazione.C: Western blot del lisato non indotto edella 3°frazione del ' e | u.iNella @stra .
autoradigrafica eevidentechel ' a nt i c-6xhipha ricanostiutouna singola bandaa | | " al t ezza di ci

KDa,sovrapponibile alla banda del gel elettroforetico in B.
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3.5.1.2 Analisi della conduttanza e della voltaggio dipendenza della proteina
yVDAC2 ricombinante

La ricostituzione in un bilayer artificiale della proteina yVDAC2ricombinante ha
permesso diverificare la suaattivita e di descrivere le sue proprieta fisiologiche.
Per prima cosa é stata determinatda conduttanza dé canale, ovvero la capacita
che ha il canaleuna volta ricostituito, d i far passare ioni da
membrana. Questo parametro ci danformazioni sulla grandezza del porodella
proteina canale ein basealla specie di ioni che pasano, quindialla corrente ionica
generata si puo capire se il canale e selettivo per i cationi o per gli anioni (vedi
prossimo paragrafo).

In questo lavoro, la conduttanza dlla proteina yYVDAC2 é stata misurata
riempiendo i due compartimenti della cuwetta del bilayer artificiale con una
soluzione salinalM KCIpH 7. Sul settodi divisione dei due compartimentié stata
dipinta una membrana fosfolipidica, a cui e stata applicata una differenza di
potenziale di 10 mV Lasoluzione contenentela proteina yVDAC?2¢é stata aggiunta
al compartimento cis non appena la membrana € apparsa ampia e stahit®n una
capacita intorno a 150 pF.La proteina, sebbene dopo lunghe attese, étata in
grado di inserirsi in membrana formando canalche lasciano passare una coente

ionica di circa 40 pA, come mostrao nella traccia rappresentativain figura 3.24.

A B
20 4
100 pA
= 15 -
2
©
30 sec S 10 |
E
3
z ;|

1 15 2 25 3 35 4 45 5
G/nS

Figura 3.24. Analisi della conduttanza della proteina yVDAC2 ricombinante. A:Traccia rappresentative
delle inserzioni su membrana di fosfatidilcolina in 1 M KCI pH7 a 10m¥. Distribuzione delle conduttanze
ottenute per le 112 inserzioni.
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Figura 3.25. Analisi della voltaggio dipendenza. A:traccia rappresentativa della curva di voltaggic
dipendenza di yVDAC2ottenuta applicando alternativamente voltaggi positivi e negativi in funzione d
tempo dopo la ricostituzione in membrana di5 canali. B:Curva a campana di correlazione tra G/Ge |l
vol taggio applicato ottenuta dall > analisi di 6
ad un dato voltaggio W e la conduttanza iniziale a 10 mV. La cunia verde mostra una tendenzadel canale
yVDAC2a diminuire la sua conduttanza a partire da 80 mV, diversamente dayVDAC1 (giallo)

La conduttanza calcolata dividendoi valori di corrente per il voltaggio applicato
(pPA/mV), e risultata essereali circa4 nS. |l risultato € un valore medio calolato

Su un centinaio di inserzioni ottenute in diversi esperimenti con deviazione
standard di £0,83. Una volta ottenute le inserzioniin membrana, é statatestata la
dipendenzadal voltaggio,ovvero il comportamento che assumelicanalein seguito
a lapplicazione di voltaggicrescenti, positivi 0 negativi. A differenza della prima

isoforma che normalmente passa ad uno stato di bassa conduttivita giacta0 mV
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Figura 3.25 Analisi della voltaggio dipendenza. In alto sono mostrate le tracce rappresentative del
dipendenza dal voltaggio ottenuta applicando rampe continue di voltaggio (curve triangolari) comprese tr:
60mV, dopo la ricostituzione in membrana di 5 canali. (C) yVDAC1; (D) yVDAC2. yVDAC2 non cambia
stato in nessun punto della rampa, al contrario di yVDACL1 il quale passa ad uno stato chiuso quando
applicati superano i £ 30 mV(D) Applicazione diun v ol taggi o par.i a +90 n
yVDAC?2 E subito evidentech@poc hi secondi dall’®applicazione d

(fig. 3.25 B e C) yVDAC2 ricombinante € risultata scarsamente voltaggie
dipendente in quani passa allo stato chiuso solo a valosuperiori a £80 mV
(fig.3.25 A, C e D)in fig. 3.25 A, € mostrata una taccia della curva di voltaggie
dipendenza ottenuta applicando voltaggalternati in positivo e negativoda+10 mV
axl1 30 mV dopo | irca :mcameli.Prandemde in donsiderazione i dati
ottenuti in 6 esperimenti simili effettuati utilizzando separatamente yVDAC1
estratto da mitocondri di S.cerevisiae € yWDAC2 ricombinanteé stato eldorato il

grafico B fig. 3.25) che mette in correlazionela conduttanza con il voltaggio
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applicato. Questo fornisce risultati della media didiversi esperimenti e mostra
chiaramente come all’”aumentare del voltag
quelli negativi, la conduttanza si abbassa. Ingpticolare, yVDAC2 ricombinante

subisce un decremento della conduttanza quando la differenza di potenziale
applicatasupera+80mV. Questo comportamento e ben diverso da quello osservato

per yWVDACL, la cui proteina passa allo stato chiuso quando il voltaggio applicat

pari a£30mV (fig. 3.25 C).

3.5.1.3 Analisi della selettivita ionica

La selettivita ionica della proteina ricombinante €& stata testata misurando il
potenziale di reversione corrispondente al voltaggio raggiunto quando la corrente

e uguale a zero, in pFsenza di un gradientedi KCI tra i due compartimenti della
cuvetta (0.1M cis, 1 M trans). YVDAC1 estratto dai mitocondri di cellule di
S.cerevisiae € stato ricostituito in membrana e testato allo stesso modo di yVDAC2
ricombinante al fine di rendere posdbile un confronto tra le due isoforme.A
partire dal potenziale di reversione é stato calcolato il rapporto tra coefficiente di
permeabilita dei cationi e degli anioni (PK*/PClI) medi ant e ldiequazi
GoldmanHodgkin-Katz (vedi materiali e metodi). Tale rapporto fornisce
informazioni sulla selettivita ionica del canale, in quanto un rapporto tendente a
zero e indice di un canale anione selett
rapporto, aumenta la selettivita per i cationi.l rapporti calcolati per yVDAC1 e per
yVDAC2sono indicati nella tabella in figura 3.26 C. & tracce rappresentate in
figura 3.26 A e Bmostrano che mentre y\DAC1 possiede 2 stati funzionali, di cui
uno aperto ad alta conduttanza anionica (stato 1) e uno chiuso a bassa conduttanza
cationica (stato 3), yVDAC2 presenta un unico stato ad alta conduttanza cationica
(stato 2), passando ad uno stato di bassa conttianza solo ad elevati voltaggiCio e
evidente dal confronto dei ooefficienti di permeabilita calcolati ad ogni stato e
mostrati in figura 3.26 C In particolare, si puo osservare cheg/VDACL1 allo stato ad
alta conduttanza(1) ha un rapporto PK*/PCI- pari a 0.57 tipico di un canale anione
selettivo, mentre yVDAC?2 al suo stato apert), presenta unPKt/PCl-pari a 194,

confermando la sua tendenza alla cationeekettivita.
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Figura 3.26 Selettivita ionica dei canali VDAC di lievito. Traccia rappresentativadellla selettivita ionica di
ywbDAC1 (A) e yVDAC (2). L"analisiingtadientediK&!| cobdpbobt |
stato applicata una rampa di voltaggio compreso tra70mV per yVDACL1 e tra £100mV per yVDAC2. Il graf
mette in relazione la corrente (pA) passante attraverso il canale e il voltaggio applicato (mV). Il punto in cL
curva incontra |’ asse dei mV ( x) i n ®AGCL %A) mostra pdifferent
stati funzionali corrispondenti allo stato anionico ad alta conduttanza e quello cationico a bassa conduttar
yVDAC2 (B) presenta uno stato ad alta conduttanza cationica. | numeri indicano i differenti stati: 1 st
anionico ad alta conduttanza, 2 stato cationico ad alta conduttanza, 3 stato cationico a bassa conduttaha
tabella in C contiene i coefficenti di pemeabilita che caratterizzano i tre stati. Tra parentesi € indicato il valor
conduttanza espresso in nS caltéato per ogni stato. (c) Tabella riassuntiva dei rapporti dei coefficenti ¢
permeabilita.

3.5.2 Saggi di funzionalita in vivo

La caratterizzazione elettrofisiologicadella proteina yVDAC?2 e stata affiancata da
uno studio della funzionalita in vivo, utilizzando il lievito S.cerevisiae come
organismo modello. In particolare sonostati utilizzati due ceppi ottenuti per
delezione del geneorl ( ¢ e p pgord) oAli entrambi i geni codificanti per le porine

mitocondriali por1 epor2( ¢ e ppwrd/ for2).
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3.5.2.1 Espressione di yVDAC2 nel ceppo di lievito Apor1l

La sequenza codificante YDAC2 e stata clonata nel vettoreli espressione in
lievito pYX212 conil quale é stato trasformatoil c e popl1oCore controlloil

c e p pporl & stato trasformato con la sequenza codificante yVDACI. ceppi
trasformati cosi ottenuti sono stati utilizzai per effettuare i saggi di
complementazione mediante diluizione seriale su terreno completo addizionato di
glucosio e glicerolo a 28°@ a 37°C.In fig. 3.27, si osservano i risultati dei saggi di
complementazione. L assenza di V DANdZI) camsa Lin difettoedr i t o
crescita su glicerolg mostrando che la sola presenza di yVDAC2 endogeno non € in
grado di sostituire YVDAC1 L’ over espr es s inwedante dettoreydiVDA C?2
espressionepYX212riesce acomplementare il difetto di crescita su glicerolo al
pari di yWDAC1 ma solo a 28°CA 37°Cnon avviene la complementazionenvece

né del trasformante con yVDACL1, né di quello con yWVDAC2 L ' dileredcita tea
ceppi trasformati € stata verificata inoltre, mediante la costruzione delle curve di
crescita, ovvero monitorando la densita ottica della coltura nel tempdn fig. 3.27B
sono mostrate le curve di crescita dei ceppifporl trasformato con yVDAC1 e

y VDAC2, e pBrYt#agfermiati en ilivettore vuoto, come controllo.l ceppi
trasformati con porl e por2 mostrano un andamento di crescita nel tempo

i ntermedi o tra potl, incaqoa conwitrisuleati deil sagdi di
diluizione seriale.

Maperchél ' e s pr e gWBDACA noa ripdstina il fenotipo del ceppo deleto della
proteina endogena( porl), riportandolo a un livello simile, se non ugualea quello

del lievito wild type? Il problema é stato affrontato considerando i livelli di
espressione della proteina endogena e quelli fornital vettore pY X212 che reca le
sequenzecodificanti per le due isoformefornendo alla cellula la stessa quantita di

trascritto .
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Figura 3.27. Analisi funzionale di yVDAC2 in S. cerevisiae:A: saggio didiluizione seriale su glicerolo ¢
glucosio a 28°C e 37°C. | " over espr e scifaso glieerold & 28%
ma non a 37°CB: curve di crescita dei ceppi in terreno minimo (SD) con glucosio o glicerolo a 28°C
glucosio i ceppi mantengono lo stesso andamento di crescita | n gl i cer ol o, Agia
abbastanza lenta rispetto al ceppo wild type. i trasformanti con yVDAC1 e yVDAC2 hanno una cre
intermedia tra il wt e il Apor 1.

3.5.2.2 Quantificazione dell’ espressione dei geni por1 e por2 nel lievito

S.cerevisiae

Per spiegare la mancata complementaziondel ceppo Aporl trasformato con le

sequenze codifianti per yWDAC1e con yVDAC2su glicerolo a 37°C é stah posta

| "attenzione sui i vel | di esprestdad one f
effettuata wuna guanteidéi genipoelie pon?enedihetd HCRe s pr e
Real Time ne ceppi trasformati, per confrontare i livelli di trascritto endogeno con

quelli esogeni. Comecalibratore e stato utilizzato il genecitl, che e gia stato

verificato rimanere costante sia nel ceppavt che nel ceppadpori (vedi paragrafo

3.1.3). | risultati della quantificazione sono visibili in figura 3.28. Come gia detto in

precedenzanelle cellule dellievito wt, | isoforma piu abbondante € la 1, che risulta
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Figura 3.26. Quantificazione mediante PCR Real time dei trascritti porl e por2 nel ceppo BY4742,
Apor1l e Apor1 trasformato con porl e por2. Le quantificazioni sono state ottenute in relazione al gel
calibratore citl. A: Porl nel wt & espresso circa 3 volte in piu di porZ*)p<0.05 rispetto aA p o+#pdrl .B:la
guantita di por2 nei c e p p in sivssen@ano hgrementi di gor2niro deguito
delezione diporLC:espressi one rispettivamente di por 1l esa
di porl (circa 8 volte inferiori rispetto al livello di trascritto fornito dal genoma) spiega il maxcato recuperc
di crescita del ceppo APpxC.05brspettcall potpdry.l i cerol o a

circa 3volte piu espressa della second€ig.3.28 A). I livelli di espressione del gene

por2 nei due ceppi sembrano mantenersi costanti seppur conuna minima

variabilita, cid presuppone che in seguito alla delezioneell genepor1, nonvi siano

cambi ament i nel |l espr ess(figp3rk&B).d'ed 4 @r essesci oonndk
genicadi porlt eporzdovuta all’ azione del vettore g
grande differenza tra la quantita di trascritto fornita dal vettore e quella fornita dal

genoma Infatti in fig. 3.28C, | ' e s pr e sporil mel eeppd Dporl+porl €
interamente dovuta al vettore ed écirca la meta rispetto ai livelli di por2 nel ceppo

Aporl+por2, doveil tasso di espressione dipor2 € il risultato della somma del

trascritto fornito dal vettore e quello fornito dal genoma. Alla luce di questi

risultati € possibile concludere che la quantita di trascritto del gengrodotto a

partire dal vettore non € mai uguale a quella che si ritrova fisiologicamente

al |’ i nt er n grodbteolalpartirecdal lggnamaéa quantita del trascritto

porl infatti, fisiologicamente e 8 volte piu alta di quando lo si esprime mediante

vettore ricombinante. Quindi questo scarso livello di espression@uo spiegarela

mancata complementazionesu glicerolo a 37°Cl e | c popl prasfortato conle

sequenze genichgorl o conpor? .
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3.5.3 Espressione di yVDAC2 nel ceppo di lievito deleto di entrambe le porine
mitocondriali (Aporl/ Apor2)

Per a vuteriere confermad e | | ' the & tomplementazione su gterolo

a 37°Cd e | C @aplptrasfornato con porl e por2 non avviene a causa della
quantita di trascritto fornito dal vettore pYX212, sono stati effettuati saggi di
complementazione utilizzando come ospite il ceppo mutante deleto di entrambe le
porine mitocondriali ( ¢ e pywid/ Adx2).

In fig. 3.29, & mostrato il risultato delle diluizioni seriali delle colture su piastre
YPD e YPY incubate a 28°C e 378u g | uc o s ip@l/ ipdx2 rore pesemnta A
alcuna crescita difettiva, in quanto cresce al padel ceppoparentale wild type M3.

E su glicerolo, sia a 28°C che 87°C che si evidenziaassenza di crescita in
confronto al ceppo di controllo wt La presenza di crescita delle primeliluizioni
dei ceppi trasformai con porl e por2, indicano un debole rigistino del difetto di
crescita. Si osserva infatti ad un intensita di crescita uguale per entrambi i ceppi
trasformanti, in particolare su glicerolo fino alla 3°diluizione a 28°C, e fino alla 2°
diluizione a 37°C. Questo risultato conferma che e proprioil livello di trascritto
fornito dal vettore a causare la mancata complementazionsu glicerolo a 37° del

ceppo trasformanteApor1 con entrambe le isoforme della porina mitocondriale

GLUCOSIO 2% GLICEROLO 3%

28°C

37°C

Figura 3.29. Saggi di diluizioni seriale su glucosio e glicerolo del ceppo Aporl/ Apor2. Su glucosic
assenza di entrambe | eoblgmameéllm erescitao Queste rdifficolacappaia
evidentisu gl i cerol o a 28°C e@orlh npdednomasogavvve ia corErgnto @l, cepp
wt . L' es pwWBACteyUDAE righistina in egual misura, masolo parzialmente il difetto dicrescita
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3.5.3 Conclusioni

Lo studio presentato in questo capitoloha permesso d comprendere meglio la
funzionalita della proteina yVDAC2. Questa isoforma €& da sempre stata
considerata diversa da quella piu abbondanteyVDAC1, soprattutto perché
nonostante siapresente n e | c popl mon e i grado disostituire la mancanza
di yWVADQ, impedendo cosi la crescitadel ceppo su fonti di carbonio non
fermentabili come il glicerolo. Solo la sua overespressione permette un recupero
del difetto (Blachy DE.,1997), ripristinando il metabolismo mitocondriale del
ceppo mpdrlasa glieerddad una temperatura di 28°CSe da una partelg
studi elettrofisiologici hanno confermato la capacita della proteina ricombinante
yVDAC2 di formare canali in modo molto simile a yVDAC1 sumembrane
fosfolipidiche artificiali, dal | * al t imestrage gilavanti difter@rizes nelig
proprieta elettrochimiche. Infatti il canale presenta una dipendenzalal voltaggio
che si discosta molto da quella di VDAC1 del lievito e dei mammiferi, il quale
passa allo stato di bassa conduttivita quando viene applicatan voltaggio
superiore a+30 mV. Anche laselettivita agli ioni risulta variata, infatti mentre
yVDACI1 allo stato aperto risulta essere anione selettivo e allo stato chiuso mostra
una debole selettivitacationica (Colombini M., 2004; ShoshafBarmatz V, 2010),

la proteina ricombinante yVDAC?2 risulta catione selettiva gia allo stato aperto
(x80mV).

Nonostante queste differenze, i saggi di funzionalitén vivo mediante diluizioni
seriali hanno dimostrato che la proteina € in grado di recuperare il difetto di
crescitasu glicerolo dovuto alla mancanza di yVDAC ma solo a 28°C. Lo stesso
comportament o o0sser v atressioaendellgeneparke & stamas o de
attribuito ai livelli di espressione forniti dal vettore pYX212. La quantificaione
mediante PCRReal Timeharivelatoinfattic he | > espr e 9@lieparZe dei (¢
fornita dal vettore & molto piu bassa rispetto a quella che normalmente si ha Ine
ceppo wt. Dunque la scarsa presenza di proteinanon € in grado di
complementare il difetto di crescitasu glicerolo del ceppo deleto del gengori.
Questa osservazione trova supporto in uno studio sui promotori che regolano
| * es pr e poslie pon2dBladhky-D.E.,1997) . stdfo’visto infatti che il gene

por2 sottoposto dla regolazione del promotore dé gene porl, € in grado di
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complementare pienamente i | di fetto di cporé.sQuindi, a
riassumendo, il prodotto del genepor2, yVDAC2, e una proteina in grado di
formare canali con proprieta elettrofisiologiche diverse da quelle di yVADCLI.
Nella condizione del lievito wild type, yVDAC2 non vienespressa a livelli tali da
sostituir eyVDACH tntmancanzaealel dengorl, e sotto determinati
stimoli, quali | ' cespeessione di hSOD1, vengonmcrementati i suoi livelli di
espressione che probabilmente provocano un ripristino delle attita

mitocondriali.
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hSOD1 recupera la funzionalita mitocondriale del ceppo Aporl modulando

I'espressione delle proteine della membrana mitocondriale esterna

I n guesto |l avoro di tesi €& stato osservat c
umana nel lievito @éingradodire uper ar e i | di f et tporl sui cres
glicerol o, riattivando |l a funzionalita mi

geni codificanti per proteine della membrana mitocondriale esterna. In particolare,
esperimenti di quantificazione relativa mediante PCR Real Time, hanno
evidenziato che il gene codificante la seconda isoforma di VDAC risulta 8 volte piu
espresso nel ceppo Aporl trasformato con
trasformato. Per spiegare il meccanismo attraverso il quale hSOD1 thda

| " espressione genica nel l' i evito, e stato
attivatore trascrizionale sulla base del modello elaborato da Tsang C.K. (2014).
Secondo questi autori la proteina SOD1 sarebbe infatti in grado di migrare al

nucleo in seguito alla fosforilazione delle serine 60 e 99. Tale ipotesi ha trovato
conferma nei saggi di diluizione seriale
sequenza mutante hSOD1 S60/99A, in cui la rimozione del sito di fosforilazione ha
annul | at delld iS@D1fweld type, suggerendo un ruolo rilevante delle

serine nel recupero del metabolismo mitocondriale. Questo risultato rafforza
ulteriormente |’ i potesi dell a migrazione

funzione di attivatore trascrizionale.

L’overespressione di hSOD1 nel ceppo Aporl incrementa la quantita dei mitocondri e

le copie di mtDNA.
L a ri presa del met abol i smo mi tocondri al
del | ' es pr e s-sidep che mogtenl oecupero dei livelli di espressione

delle proteine codificate a partire dal DNA mitocondriale. Dal confronto tra
| " espressione genica del ceppo dporlid i evit
emerso che la mancanza di VDACL1 causa un drastico abbassamento dei livelli di

trascritto mitocondrial e, accompagnato da una diminuzione della massa
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mi tocondri al e. E’ i nteressante notar e che
incrementa notevolmente i livelli di trascritti mitocondriali e la quantitastessadei
mitocondri ripristinando la condizione fisiologica che si ritrova nel lievito wild

type.
E noto che, nel l ievito, I

espressione ge
presenza di ATP (Amiott E.Ae Jaehning J. A., 2006) in quanto i promotori
mitocondriali hanno una sequenza consenso consatadi30nwc | eot i di al 3’
di adenina (ATATAAGTA) (Osing&.A.,1982). La scarsa presenza di ATP dovuta

sia alla mancanza di VDAC1, che normalmente assicura lo scambio di metaboliti tra
mitocondrio e citosol , si a adffdttiarem@ o s s i b i
respirazione ossidativa, potrebbe essere la causa del decremento della trascrizione

del DNA mitocondrial e. Al'la lTuce di ci o,
del | " es prped s iaodn eo pdeir a di hSOD1, compdl ement
c e p pporl rippristinando gli scambi metabolici indispensabili per la trascrizione

del DNA mitocondriale.E ’ i nt er es s ainlgemepordd @ersé,nos Kame

in grado di complementare la assenza di yVDACL e lo stress celtel@he ne deriva:

solo in seguito a determinati stimoli (comead esempi o | > aggi unt e
avviene un aument ordcedn ’iels pmrieslso odie wiicar

porl.

L’espressione di hSOD1 nel ceppo Aporl provoca un rimodellamento della struttura

della parete cellulare.

La resistenza al |l a poZiytrasboimpta soa hSOB1 ha taop po A
supporre un cambiamento della composizione della parete cellulare e in
particol ar e d e-glucanicac Bata pnodifieanidne si @stende inoltre

alla componente clitinica come rivelato dalla resistenza di queste cellule al
Calcofluor White e dalla quantificazione mediante citofluorimetria. Numerose sono

le condizioni di stress che comportano un rimodellamento della parete: stress
osmotico, da temperatura, da agenithimici, da raggi UV, da stress ossidativo o da

pH. Per ognuna di queste condizioni viene attivato un pathwayliverso di
trasduzione del segnal e che poi conduce a

trascrizione <c¢che sono ¢genirdela bidsintesindella | * e s p
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parete (Burgwyn Fuchs Be Mylonakis E., 2009manca tra le referencels Nel caso

di agenti chimici il pathway attivato € quello innescato da una cascata di MAP

kinase (PCK) la cui proteina chiaveono Slt2 e il fattore di trascrizione RIm1.

La resistenzad e | c popl ghe esprimehSODla Zymolyase e @lcofluor White,

e accompaghnat a da un’ estr ema sensibilite
fisiologiche, la parete cellulare del lievito non permette la diffusione di SDS,
detergente che destabilizza la memlana plasmatica (Shimizu.]J1994). Alte dosi di

caffeina (Superiori a 1 0 mM) provocano l i nibizione
kinasi(PI3K), Tell e Mecl/Rad3, omologhi delle proteine umane ATM (ataxia
talengiectasia mutated) e kinasi relative a ATM (MoseB.A, 2000; SaiardiA.,

2005). La presenza di uno stabilizzante che aumenfa’ os mol ari ta del n
crescita, come il sorbitolo, previene la lisi dipendente da caffeina e SDS delle cellule

che hanno una cascata PKC difettiva (Martin H., 1996). Il sorbitolinfatti,
aumentand o |’ os mol ar i dinmdnuireg & lpreseianel di turgorefesterna,

per cui le cellule appaiono meno gonfie. In questo caso dovrebbe innescarsi un
meccani smo di regol azione per contrastar e
ridursi e la parete dovrebbe risultare piu stabile, permettendo alle cellule di
riprodur si porl+h3ODIcranpne erolAsensibile alla caffeina anche in

presenza di sorbitolo. E chiaro dunque in questo caso che la sensibilita alla cafée

non puo essere attribuita néalla debolezza della parete, @al | ' at ti vazi one

cascata enzimatica di trasduzione ad opera delf@otein-kinase3.

L’ isoforma yVDACZ e in grado di formare canali in membrane artificiali

La funzione della proteina yVDAC2, seconda isoforma della porimaitocondriale

del lievito, €da semprepoco nota, probabilmente perché la sua scarsa abbondanza

sull a membrana esterna ne ha reso diffici
caratterizzazione completa. Inoltre, il fatto che fisiologicamente essa nasia in

grado di compl ement ar e | ' poslsha fatoapotidzare y VDAC

una funzione diversa da quella dell I sof or
| primi risultati di questo lavoro, in cui yWVDAC2 ha dimostrato un ruolo chiave nel
ripristino della funzionalita mitocond r i al e d gotl, hanagfaito su@porre

che tale proteina potesse effettivamente funzionare come un canale. Questa ipotesi
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e stata confermata dalla caratterizzazione elettrofisiologica in bilayer artificialli,

dove la proteina € in grado di formare caali simili a quelli di VDAC1, ma con
voltaggio-dipendenza e selettivita ionica differenti. Poiché le sequenze di yVDACL1 e
yVDAC2 presentano un’ el evata omologia, € i
el ettrofisiologiche dbdilalecarichechesr acamuano s i an
al |l i nt e r(GuardiahieClet apsottonmessg

Grazie alla caratterizzazione di tipo funzionale, effettuatén vivo, € stato possibile

i potizzare <c¢che | ’incapacita di yVDAC2 di
permettendo la crescita su glicerolo e quindi una normale attivita mitocondriale

del c ep@rh sia dovuta ai suoi livelli di espressione genica. Infatti la

guantificazione relativa del | espressi one
fisiologica di trascritto del geneporl e 3 volte piu abbondante rispetto a quella del

genepor?2.

I saggi di diluizione seri al e pdrZanediaote mo st r ¢
il vettore pl as mi dport, complememalil difetto dilcrescita up o A
glicerolo solo a 28°C. Lo stesso effetto e stato osservato in seguito

al |l ’ over esponl eos Ip $tasso @ettatel. Poiché, come verificato mediante

PCR Real Time, la quantita di trascritto fornita dal vettore pYX212 & nettamente
inferiore a quella fisiologica € possibile che | incompl et c
glicerolo possa essere attribuita alla quantita di proteina che il vettore plasmidico
riesce a fornire. Qu e s t maziong aescetta in Blacbyn f e r me
DE.(1997), i n omeudel genép@z gottoposts alla regolazione del

promotore di porl, era in grado di complementare il difetto di crescita del ceppo

Aporl s u glicerol o. Al c oporl, rsatto iil accontlolloedslp r e s s |
promotore del gene por2, non ripristina il difetto di crescita, suggerendo

Il i mportanza del | a regol azione del | espr e

molecole effettivamente presentiné | a membr ana del |l " organell
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5.1 Ceppi di lievito S.cerevisiae utilizzati

5. MATERIALI E METODI

MATERIALI E METODI

In questo lavorodi tesi, sono statiutilizzati diversi ceppi del lievito S. cerevisiae. Le

caratteristiche, il genotipo e la provenienza sono descritte dettagliatamente in

Tabella5.1.

Ceppo Genotipo Descrizione Ref.

BY4742 MAT,ahi s3 A1, I| Wild type EUROSCARF
|l ys2A0, ur a3 (Frankfurt,

Germany)

Apor1(BY4742) | MAT a, hi s 3 A1| Delezione del gengorl EUROSCARF
leuA0, | ys2A0, (Frankfurt,
porl::kanMX4 Germany)

M3 MATa lys2 his4 trpl ade2 | Wild type Blachly-
leu2 ura3 Dyson,1997

M22-2-1 MATa lys2 his4 trpl ade2 | Delezione dei geniporl e | Blachly-

Aporl/Apor2 leu2 ura3 porl:leu2; por2 Dyson,1997
por2::trpl

Tabella 5.1. Ceppi di lievito S.cerevisiae utilizzati

Le colture cellulari per il ceppo BY4742 ed il mutante isogenc @ori/sono state

preparate in terreno completo YP (1% estratto di lievito, 2% peptone) con

aggiunta di 2% glucosio (YPD) o 2% glicerolo (YPY), e su terreno minimo sintetico
(0.67% Yeast nitrogen base) con aggiunta di 2% di glucosio (SD) o 2%
chi

glicerolo(S Y )

e

10 pg/ ml

di

ami

del ceppo. Per le piastre € stato aggiunto 2% agar.

noaci

do ri

Per i ceppi M3 e mutante isogenicd\porl/ Apor2 i terreni di coltura sono stati

preparati in maniera analoga utilizzando tuttaviauna percentuale di glicerolo pari

al 3%. Le temperature di crescita utilizzate sia per le colture su terreno liquido che

su quello solido sono state 30°C e 37°C. La crescita delle colture liquide e stata

monitorata misurando la densita ottica a 600nm (OEyo) allo spettrofotometro.
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| diversi ceppi sono stati trasformati con i vettori plasmidici descritti
precedent ement e, attraverso un protocoll o
del | "acetato di l' iti o per permeabnetei zzar e
ceppi trasformanti & stata effettuata su terreno SD addizionato di auxotrofie ad
esclusione di leucina (pYX142) ed uracile (pYX212).

Il grado di crescita delle colture & stato monitorato attraverso la misura di Qgkb.

Sono state considerate in fasesponenziale colture con valori di OBy compresi

tra 0.2 e 1, ed in fase stazionaria colture con valori di @ddsuperiori ad 1.

5.2 Clonaggio delle sequenze SOD1 wt e mutanti

Le sequenz codificanti per SOD1 diHomo sapiens (hSOD1) e Saccharomyces
cerevisiae (ySOD1) wildtype sono state amplificatecon PCR a partire da librerie di
cDNA, utilizzando specifiche coppie di primers le cui sequenze sono riportate in
Tabella 5.2. Le sequenze sono state successivamente clonate in vettori
d’ espr es s iopvxdd2i(Novaden) etVizzando rispettivamente EcoRI/Sall
per hSOD1 e EcoRI/BamHI per ySOD1.

hSOD1 EcoRI FW S-TTTGAATTCATGGCCACGAAGGCCGTGTGEGT
hSOD1 Sall REV S-TTTGAGCTCTTATTGGGCGATCCCAATTAGACCG
ySOD1 EcoRI FW S-TTTTGAATTCATGGTTCAAGCAGTCGGAGT

ySOD1 BamHI REV S-TTTTGGATCCGTTGGTTAGACCAATGACAGCAC

Tabella 5.2. Primers utilizzati per il clonaggio di SOD1 umana (hSOD1) e di lievito
(ySOD1) nel vettore plasmidico pYX142.

Le sequenze mutanti eno state ottenute mediante mutagenesisito-diretta che ha
permesso diintrod urre mutazioni puntiformi nelle sequenze hSOD1 e ySODlla
mutagenesi sitodiretta € stata effettuata mediante PCR utilizzando il kit
QuickChange Lightning Multi SiteDirected Mutagenesis(Agilent). A tale scopo,
sono stati uilizzati specifici primer srecanti la mutazione desiderata, e le sequenze

sono riportate in Tabella 5.3.1 | corretto inserimento del | e
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vettore e le mutazioni inserite sono stateverificate tramite sequenziamento di

Sanger
hSOD1 G85R FW 5 -‘CATGTTGGAGACTTGCGCAATGTGACTGCIGAC
hSOD1 G85R REV 5 ‘GTCAGCAGTCACATTGCGCAAGTCTCCAAEATG
hSOD1 S60A FW 5 ACAGCAGGCTGTACCGCTGCAGGTCCTGACTTT
hSOD1 S60A REV 5 ‘AAAGTGAGGACCTGCAGCGGTACAGCCTELTGT
hSOD1 S99A FW 5 - ‘GGTGTGGCCGATEGGECTATTGAAGATTCTGEG
hSOD1 S99A REV 5 ‘CACAGAATCTTCAATAGCCACATCGGCCAEACC
hSOD1 C111S FW 5 ‘CACTCTCAGGAGACCATAGCATCATTGGCCGCAGRACT
hSOD1 C111S REV 5 -CCAGTGTGCGGCCAATGATGCTATGGTCTCCTGABAG
ySOD1S111C FW 5 -CAAGCTTATCGGTCCTACCTGCGTTGTAGBAGCGTEE'
ySOD1 S111C REV 5 -‘CGACGCTTCTGCCTACAACGCAGGTAGGACCGATARG

Tabella 5.3. Primers di mutagenesi sito-diretta

5.3 Clonaggio delle sequenze yVDAC

La sequenza codificante per la proteina VDACHi Saccharomyces cerevisiae
(yVDAC2)e stataamplificata con PCRa partire da una libreria di cDNA estratti da
lievito (ceppo BY4742 utilizzando i primers descritti in Tabella5.4. La sequenza
ottenuta € statain seguito clonatanelvet t or e d’ batefca pE§-8la o n e
sfruttando gli enzimi di restrizione Ndel Xhol, in frame con la tag 6xHIS al G

terminale per la purificazione della proteina ricombinante.

POR2 Nhel Fw 5-TTTTGCTAGCATGGCACTACGATTTTTCAAEGA
POR2 Xho1 REV 5-TTTTCTCGAGGGGCGAGAACGATAGAGACCA

Tabella 5.4 Primes utilizzati per il clonaggio del gene por2 nel vettore pET21A

BN

La sequenza codificante per yVDAC2 e statanche inserita nel vettore di
espressioneper lievito pYX212 (Novagenutilizzando gli enzimi EcoRI Sall.Come
controllo, la sequenza codificante per yVDACA staa clonatanello stesso vettore
sfruttando il sito Cpol. I primasut i | i zz at i per | "amplificazi
descritti in Tabella 5.5. Il corretto inserimento delle sequenze nevettori € stato

verificato mediante sequenziamento
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POR1 Cpol FW S-TTTTCGGTCCGCCACCATGTCTCCTCCAGTTIAG
POR1 Cpol Rev S-TTTTCGGACCGTCAAGCGTCGAAGGAGBAAG
POR2 EcoRIFW | 5-TTTTGAATTCATGGCACTACGATTTTTCAAGBAT
POR2 Sall REV STTTTGTCGACTCAGGGCGAGAAC

Tabella 5.5 Primer utilizzati per il clonaggio di por1 e por2 nel vettore pYX212

5.4 Saggi di diluizione scalare

| saggi di diluizione scalare conosciuti anche cme saggi di complementazione,

per mettono di capire se | espressione di
ceppo di lievito mutante € apace di recuperare il fenotipo del lievito wildtype.

Diverse diluizioni di cellule di lievito cresciute interreno minimo sono state
preparate in acqua sterile, contenenti rispettivamentel08 , 10/, 105, 1(Pe 104

cellule, in un volume totale di 200pl. In seguito, 2 pl di ogni diluizione sono stati
depositati su terreno solido.Le piastre sono state incubate per-R/3 -4 giorni alle

temperature stabilite di 28°C e di 37°C.

5.5 Test di sensibilita alla Zymolyase

Il test di sensibilita alla Zymoliasepermette di capire in che modo laparete

cellulare d e i ceppi ri sponde al |staw 2ffetbuate corhei t i c a
descritto in (de Grot P.Y.J. et al; 2001)07 cellule sono state lavate con 10mM Tris

HCI pH7.4 ed il pellet raccolto percentrifugazione (4000 RPM per 5 min & stato

risospeso in 1 ml di 10mM Tris HCI pH7.4nisurando il valore di ODsoo iniziale. |

campioni sono stati successivamentetrattati con 60 ug di Zymolyase 100T
incubando a 28°C sotto agitazioneLa misurazione del valore diODsoo € Stata

effettuata ad intervalli di circa 30 minuti. L'’ esperimento €& stat

triplicato.

5.6 Microscopia delle colture di lievito
Campioni di coltura cellulare conODsoo pari a circa 0.5 sono stati trattati con

50ug/ml di Calcofluoro (CFW) diluito in acqua sterile. Le cellule sono state
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successivamente visualizzate utilizzando un microscopio a epifluorescenza
i nvertito mediobbiettive 63k adumsneersiahé in olio. Il microscopio
utilizzato in questo lavoro e ureica DMI 6000Bfornito di una lampada a mercurio
con un estesa quantita di filtri di eccitazioBé(, 488, 560, 604 nnper la fluorescenza
e una lampada alogena per il campo chiaro e il DIC. Possiede inoltre 40sr&D( 40,
63x) e una telecamera ad alta risolueiqihlamamatsu Orca R2 CCMD344x1024
pixels). Le immagini sono state ottenute con il softwdreica LAS Extended

Annotation

5.7 Analisi citofluorimetrica

La citofluorimetria a flusso consente | ar
biochimiche di sospensioni cellulari. E basata su una tecnologia che consente di
misurare la luce diffusa o diffratta (scattering) da un flusso lamiare di particelle
microscopiche in sospensione (cellule o organelli) attraversato da una luce laser.

Lo scattering cida informazioni sul volume, sulla dimensione e forma cellulare.
Variando | a lunghezza d’"onda della |l uce
anticorpi coniugate a fluorocromi che possono legare DNA, organelli proteine e

piccol e mo | e c ol ecellutel 1 vantaggi elir questa teenicd sono
molteplici in termini di riproducibilitd ed affidabilita statistica in quanto si

possono analizzare grandi quantita di cellule con un estrema rapidita e sensibilita
d’"anal i si

In questo lavoro, tutti gli esperimenti di citofluorimetria sono stati condotti

utilizzando CyFlow® ML flow cytometer (Partec). Questo strumento possiede tre
sorgent.i |l aser con 10 filtri dedi cati e u
NA 0.82) per la rivelazione di differenti segnk di diffrazione e fluorescenza.

Campioni contenenti106 cellule, provenienti da colture con un Olgyo cOmpreso tra

0.5 e 1 sono state trattatecon le quantita e modalita di sonda fluorescente descritti

in tabella5.6. L ' a n @ dtataseffettuata su un omero di cellule pari a 50000 per

ogni ceppo e ripetute almeno tre volte in triplicato Sui risultati degli esperimenti

stata effettuata una analisi statistica utilizzando il test On&/ay Anova. La
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guantificazione della fluorescenza in ogni singolo espenento e stata effettuata in

maniera relativa utilizzando il ceppo WT come controllo.

SONDA LASER E CANALE DI | QUANTITA APPLICAZIONE
LETTURA
DHR123 (Sigma) laser blu argon 488 nm ;|5 pg/ mL, i n Quantificazione dei
FL1 per 2h a 28°C ROS intracdulari
DASPMI (Molecular laser blu argon 488 nm ;| 5 p M, i nc ul Misuradel
Probes) FL1 30 min a 28°C potenziale di
membrana
mitocondriale
Calcofluoro (Sigma) Laser UV 375 nm; FL8 50 pg/ mL, i| Quantificazione
per 5 min a 28°C della chitina
MitoTracker Green | laser blu argon 488 nm ;| 20 nM, incubazione| Quantificazione
(Molecular Probes) FL1 per 20 min a 28°C della massa
mitocondriale

Tabella 5.6. Sonde fluorescenti e loro proprieta, usate per le analisi di tipo citofluorimetrico

| dati ottenuti sono stati analizzati mediante FlowMax software (Partec) e sono
stati sottoposti ad analisi statistica considerandola deviazione standard della
media dei campioni Le immagini sono stateelaborate mediante il software FCS

express 4 flo. Research edition.

5.8 Analisi dell’espressione genica mediante microarray

Le variazioni nell e s pr e s s i nelrceppodB¥4v42avae mutante isogenico, e

nei rispettivi trasformanti con hSOD1, sono state valutate mediantaicroarray. Gli

insiemi di tutti gli RNA sono stati estratti a partire da colturecresciutein SDa 28°C

fino alla fase esponenziale di crescitdODsoo =0.6/0.8). L* estrazi one del
nucleico é stata effettuata mediante | kit ”"PureLink™ RNA Mini
conservati a-80°C finoalmo ment o del | " uso.

La quantita del RNA totale estratto, & stata determinata tramite misura
spettrofotometrica utilizzando il Nanodrop (Thermo Fisher). Laqualita degli RNA

e stataanalizzata tramite 2100 Bioanalyzer (Agilent), che permette di effettuare

una corsa elettroforetica microcapillare automatizzata e dideterminarne la

purezza.
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I vetrini uti |l i zzat 016p28 Keadt (V2) Gene Bxpressiann e
Microarray, 8x15K (1 slide)) sono stati acquistati da Agilent insieme a tutto Kit
OneColbr Microarray-Based Gene Expression Analysis (Low Input Quick Amp
Labeling) Protocol. | microarray basati su tecnologia onecolor o singolo canale
sfruttano un unico fluorocromo (nel nostro caso il Cy3) per marcare gli RNA dei
campioni. Il risultato della scansione ottenuta medianteSureScan Microarray
Scanner (Agilent Genomics) in abbinamento aFeature Extraction software
(Agilent), & un valore di intensitaassoluta corrispondente dla fluorescenza del
target chelegail probe del vetrino. L’ a n atica dei risulttt esstata effettuata
mediante Agilent Genespring GX vers. 14.5. Questi valori di intensita assolutacosi
elaborati acquistano un significato se confrontati con altre intensita assolute di
altri campioni processati nello stesso esperimentoln questo lavoro e stato scelto
di considerare come termine di paragone per i diversi confronti il cepp@dporl. |

confronti effettuati sono indicati di seguito:

BY4742 + pYX142 vs Aporl
Aporl+ pYX142 VS Aporl
Aporl+ hSOD1 wt vs Aporl
BY4742 +hSOD1 wivs Aporl

5.9 Estrazione del DNA dai ceppi di lievito
L estrazione del DNA t ctatadffetuatheoind descrit@ | |
in (M.Looke; 2011) In questo lawro, il DNA totale & stato estratto a partire dai

ceppi seguenti:

BY4742 + pYX212
Aporl + pYX212
Aporl + pY X212 4porl
Aporl+ pYX212 +por2

Le cellule sono state precedentemente cresciuia SD fino al raggiungimento della

fase esponenziale (con Odgy compreso tra 0.60.8). Il pellet € stato risospeso in
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100 pl di buffer di lisi (200 mM LIOAc, 1% SDS) e incubato a 70°C per 5 min. Sono

stati aggiunti 300 ul di 100% Etanolo e vortexato. Dopaver centrifugato a 12000

RPM per 5 minuti, il pellet & stato lavato con 70% etanolo e ricentrifugato. Il pellet
dopo | " evaporazione del |’ eud @ aouaoPrilda dist at o
usare la sospensione di DNA per le PCR, é stato dato uno spircentrifuga alla

massima velocitd per 1 minuto ed é stato prelevato il surnatante contente la

miscela di acidi nucleici per effettuare le PCR.

5.10 Quantificazione dell’espressione genica mediante Real time PCR

L RNA totale dei c eepnpdio & ns tpatoa oewtl rl a0t tcch es
Trizol Plus RNAPurification Kit (Life Technologies)accoppiato ad un trattamento

di I i si meccanica mediante | e glass beads
utilizzando Pure Link RNA Minikit (Life Technologes) e in seguito quantificato

utilizzando il Nanodrop. 2u gdi RNA totale sono stati digeriticon 1l di DNase |

(Invitrogen) per eliminare le tracce di DNA a singolo o doppio filamento. Con

guesto volume di campione ottenuto sono stati direttamente sintézzati i cDNA

mediante trascrizione inversa, una variante della PCR in cui si usa le Reverse
Transcriptase virale (SuperScript I Reverse Transcriptase Invitrogen) per retro-

trascrivere gli RNA in DNA complementari. Nella trascrizione inversa, oltre alle
componenti tradizionali di una PCR, vengono utilizzati come primer gli oligdT,

ovvero oligonucleotidi poliT che vanno a legare la coda di poli A degli mRNA, in
guesto modo si avra | " amplificazione di t
Una volta otteruti i cDNA, é stato possibile effettuare la PCR Real time, per
quantificare i trascritti. In particolare in questo lavoro di tesi e stata effettuata un a
guantificazione relativa, in cui i livelli di trascritto di un determinato gene viene

confrontato conil livello di una altro gene che si presuppone si mantenga stabile.

Nella PCR Real time, i livelli di trascritto amplificati vengono rivelati grazie ad una

sonda fluorescente che si intercala nelle molecole di DNA e inoltre, la
guantificazione non avvienesolo alla fine della reazione, come nella PCR normale,

ma in fieri, ovvero durante tutto il processo di amplificazione. In questo modo si

puo guantificare il prodotto del | ampl if

correlazione la fluorescenza con il numer di cicli. Il numero di cicli a cui la
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fluorescenza supera il ciclo soglia, stabilito inizialmente, viene detto ciclo soglia C
(threshold); per normalizzare la quantita e qualita dei campioni il € del gene
target viene sottratto al G del gene housekeping, ovvero di un gene la cui
espressione rimane costante, appartenente allo stesso campionA Ct OQltre al
gene housekeeping, la quantificazione relativa prevede la presenza di un gene
calibratore, ovvero di un gene di riferimento per il calcolo del\ AtQnfine cosi sara
fold

un gene in relazione al gene di riferimento. In particolare:

possibile calcolare il change che ¢

4 = -A /<

In questo lavoro di tesi sono state effettuate 3 PCR Real time. Nella prinsmno

OOAOE NOAT OEZXZEAAOCE E 1 EOAITE AE AODPOAOOEI
membrana mitocondriale esterna nei ceppi BY4742 @ B | ,@asformati o non con

hSOD1. In particolare sono stati disegnati degli oligonucleotidi che amplifican

por2, tom40, sam50, actl e citlActl e il gene housekeeping ed e stato utilizzato

come controllo per la normalizzazione, mentrec/t1 € il calibratore. In tabella 5.7,

le sequenze dei primer, aventi tempeatura di annealing pari a 54°C.

qPCR Por1l FW

5-AACCTTTCTTCACCGCAABA

qPCR Por1l FW

5-GCCATGGCATAACGAGAART

qPCR Por2 FW

5-CCTGGTTGGAAAGGTGATET

qPCR Por2 REV

5-TGGCCCAAAGTAACACTIEC

qPCR Tom40 FW

5-GTCTCCCGTGACGTGTTIT

qPCR Tom40 REV

5-AATGCGGAGAATGCGTAEST

qPCR Sam50 FW 5-GGGCAGCTAGTGAAAAATEC
gqPCR Sam50 REV 5-ACTTCCATCAAAGGCACEAC
qPCR Actl FW 5-GCCTTCTACGTTTCCATCEA
qPCR Actl REV 5-GGCCAAATCGATTCTCAABRA
qPCR Citl FW 5-TGGTTTAGCTGGCCCATTAC
qPCR Citl REV 5-GAACAACTCTCCCTGCGBIC

Tabella 5.7. Primers della PCR Real time, per quantificare I'espressione dei
geni codificanti per le proteine della membrana mitocondriale
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Il secondo esperimento di quantificazione e stato effettuato per valutarda
presenza del genoma mitocondriale nei diversi gep i controllando | e
gene cox1. Questa quantificazione e stata effettuata utilizzando come stampo |l
DNA totale estratto dalle cellule e i primes (tabella 5.8) sono stati disegnati sulla

base di quelli utilizzati in (Osman C. 2015).

qPCR cox3 fw 5-TTGAAGCTGTACAACCTABC
qPCR cox3 rv 5-CCTGCGATTAAGGCATGAT G
qPCR actl fw 5-CACCCTGTTCTTTTGACTGA
qPCR actlrv 5 -CGTAGAAGGCTGGAACGBIG

Tabella 5.8 Primer per la quantificazione del DNA
mitocondriale (Osman C. 2015).

La PCRReal Time é stata utilizzatainoltrep er val utare | > espressi
dal vettore pYX212 nei ceppi trasformanti e la quantita di trascritto dporl e por2

presente nei ceppi BY4742 elporl. Come calibratore e stato considerato il gene

citl, e pe la normalizzazione il geneactl. In questo caso, sono stati disegnati

pri mer per |’ ampdonl & por@ azintidemperatdra di angealimg

pari a 58°C (tabella 5.9).

qPCR Porl FW 5-AACCTTTCTTCACCGCAABA

gqPCR Porl FW 5 -GCCATGGCATAABGAAAT3 "’
gPCR Por2 FW 5-CCTGGTTGGAAAGGTGATET
gqPCR Por2 REV | 5-TGGCCCAAAGTAACACTTEC

Tabella 5.9. Primer utilizzati per quantificare i trascritti
genici forniti dal vettore

In tutti i tre casi, la Real Time é stata effettuata utilizzando itermociclatore
Eppendorf MasterCycler RealPleXThermo Fisher Scientific) in piastre da 96
pozzettieilktSYBR ™ Gr e e n (Theans Figher Sdi¢ntikc). Il ciclo di PCR
e stato composto da un primo step di attivazione enzimatica a 95°C per 5 minuti,
seguiti da un subciclo formato da uno step di denaturazione a 95°C per 30 secondi
e uno step combinato di annealing ed estensione alla temperatura di annealing
specifica dei primer per ogni singolo esperimento per 30 secondi, ripetuto per 35
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volte. Sonostati effettuati tre prove in triplicato per ogni singolo esperimento al
fine di validare la riproducibilita. L > anal i s statistica e stat

One-Way Anova.

5.11 Espressione della proteina yVDAC2 in E.coli

Per ef f et t ua deda proteinasepstate gsatd ib ceppd.coli BL21-DE3
trasformato con il vettore contenente la sequenzaor2. La coltura batterica e stata
preparata in terreno Luria-Bertani ad una temperatura di 37°C fino al
raggiungimento di un ORgo pari a 0.6.A questo punto sono state effettuate delle
prove di induzione per individuare le condizioni ottimali di induzione variando la
concentrazione di IPTG (0.05 mM e @mM), la temperatura di induzione (30°C e
37°C) e i tempi di induzione (1,2, 3,4 ore). Laresad!l | " induzione €
controllata mediante SDSPAGE confrontando leil campione non indotto con gli
indotti. Una volta individuate le condizioni ottimali (0.4 mM IPTG per 3h a 309G
stata ef f ebre salarga stalaparteshdo da 200 ml di coltua. Al
termined e | | ' i naooltura 6 staga,centrifugataa 5000 RPMe lisata per tutta

la notte a 4°C con Buffer B di lisi pH8 (8 M Urea, 0.1 M N#&td, 0.01 M Tris HCI
pHS8).

La purificazione € stata condotta per gravitafruttando un gradiente di pH su una
colonna contente resina NiNTA i cui ioni Nickel legano la 6xHIS tag della proteina.
Il lisato centrifugato a 5000 RPM per 15 miné stato caricato sulla colonna
equilibrata. E stato effettuato un lavaggio con 12 volumi di Buffer C pH 6.3 (8 M
Urea, 0.1 M NaHPQ;, 0.01 M Tris HCI pH 6.3) ed infine la proteina € stata eluita con
5 volumi di Buffer E pH 3.5 (8 M Urea, 0.1 M NaPiQi, 0.01 M Tris HCI pH 3.5),
raccogliendo 10 frazioni da 50Qul ciascuna.

L"efficienza di pur i imedaesteSDEPAGE s@ gelsl2%di a c on

acrilamide caricando 10ul di ogni frazione di eluizione.

'l refolding della proteina é& stato effet:Ht
nel buffer di Refolding @5 mM TrisHCI, pH 7.0, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1%
LDAO), incubandosotto leggera agitazione per 16 ore a 4°C. la soluzione dopo il

refolding e stata dializzata contro un buffer di dialisi a pH 7.0 (25 mM TrisHCI pH
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7.0, 1 mM EDTA) nelle Slid&-Lyzer Dialysis Cassettes (3.5 K MWCO), per
eliminarelapresena del | " urea denaturante e compl et
La purezza della proteina é stata controllatanediante SDSPAGEsu gel 12% di

acrilamide colorando con il Comassie ed effettuando un immunoblotting della

corsa elettroforetica trasferita su membranadi nitrocellulosa. La membrana é stata

bl occata con soluzione 1% BSlnale ant-idls bat a
(Roche) diluito 1:500 in 1% BSA e il secondario aminouse coniugato con HRP
diluito 1:10000 in 1%BSA. D o la onenlbrariaréc u b a z i
stata lavata con buffer salino, e trattata con la soluzione (ECL Pierce) per
evidenziare e impressionare la chentluminescenza su lastra autoradiografica.

La proteina purificata e stata poi aliquot

5.12 Elettrofisiologia della proteina yVADC2 ricombinante

Uno dei metodi piu comuni per la caratterizzazione e di proteinganale e il bilayer
fosfolipidico planare (PLB) che permette la ricostituzioone di proteine su
membrane artificiali che riproducono quelle raturali. La membrana viene formata

s u | értura microscopica di un setto che separa in due compartimenti una
cuvetta di teflon (compartimenti detti cis e trans). | due compartimenti sono
connessi a due elettrodi che misurano la variazione della correntenica che passa

da un compartimento all > altro attraverso
membrana fosfolipidica i compartimenti risultano fisicamente separati e solo dopo

|l i nserzione di una o pi u proteine, S i
comparti mento all > altro.

Questa metodologia si rivela molto utile per definire la conduttanza, la selettivita

ionica e comportamento della proteina in seguito ad applicazione alla membrana

di diversi valori di potenziale.

In questo lavoro di tesi € statoutilizzato un apparato della Warner Instruments
supportato dal software Axon pClamp Electrophysiology Data Acquisition. Per la
preparazione delle membrane €& stato usato 1;2Diphytanoyll-sn-Glycero-3-
Phosphocoline (Avanti Polar Lipids), in particolare coruna concentrazione w/v

2% in cloroformio per il prepainting della cuvetta, e 1% in una soluzione 20%

Butanolo e 80% NDecano per la formazione vera e propria del bilayer
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fosfolipidico. La cuvetta utilizzata € di polistirene con un setto divisorio avente un
foro di di ametro di 250 puM e con due comp
ml di soluzione 1M KCI, 10mM Hepes pH 7. | due compartimenti sono connessi a
due elettrodi Ag/AgCl mediante ponti agar costituiti da 3 M KCI. Per stabilire la
qualita della memlrana, si tiene conto della misura della sua capacita ovvero
|l " abilita che ha di accumul are e separar
efficente e adatta a questo tipo di esperimenti ha una capacita di circa 00 pF.
Tutte le misure sono state effttuate a temperatura ambiente.
La proteina €& stata aggiunta dopo |’ otteni
Una volta ottenute le inserzioni i dati sono stati analizzati per ottenere la
conduttanza come descritto inBenz R(1985).
Unavolta che laproteina si inserisce in membranalo strumento rivela il passaggio
di corrente ionica che avviene dal compartimento cis a quello trans. Il rapporto tra
gli ampere (pA) e la differenza di potenziale applicata alla membranégmV) da
come risultato la condutanza(nS):
nS=pA/mV

La voltaggio dipendenza e stata descritta applicando voltaggi positivi o negativi

crescenti e osservando a quale voltaggio si verificano eventuali chiusutefine é

stata calcolata la selettivita ionica, ossia la capacita che hanie porine di far

passare ioni positive onegativi, questa capacita dipende dalle cariche che si

trovano rivolte verso il lume del canale. Dopo aver ottenuto le inserzioni, viene
creato un gradiente tra un compartirement o
ioni attraverso il canale per equilibrare la concentrazione.La differenza di
potenzial e mi surata quando S i crea Il > equ
reversione. Partendo dal potenziale di membrana si pu0 calcolare attraverso

| ' e q u a Goldmana-Hadigin-Katz il coefficiente di permeabilita (Pa/Pc).
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INDICE DELLE ABBREVIAZIONI USATE NEL TESTO

hSOD Superossido dismutase umana

ySOD Superossido dismutase di lievito

ALS (SLA) sclerosi laterale amiotrofica

VDAC Voltage Dependent Anion Channel

GPICPW  glycosylphosphatidylinositol cell wall proteins
Pir-CWP protein internal repeat

DASPMI 2-[4-(Dimethylamino)styryl] -1-methylpyridinium iodide

DHR123 Dihydrorhodamine 123

Wit wild type

ROS Sspecie reattive dell’”ossigeno
OMM membrana mitocondriale esterna (outer mitochondrial membrane)
M{DNA DNA mitocondriale

SDS sodio dodecil solfato

ODs00 densita ottica a lunghezza d’onda 60C
CFW Calcofluor White

IPTG | s op r @fyhiogalfctopyranoside

KDa kilo Dalton

LDAO N,N-Dimethyldodecylamine Noxide

TOM40 Traslocatore della membrana mitocondriale esterna subunita 40 kDa

SAM50 Sorting assembly machinery subunita 50 kDa

porl-2 geni codificanti yWDACL1 e yVDAC2
COX3 cytochrome c oxidase Il
CIT1 citrato ossidase isoforma 1

108



ACT1

YPD

YPY

SD

ATP

actina isoforma 1

terreno completo addizionato di glucosio
terreno completo addizionato di glicerolo
terreno sintetico addizionato di glucosio

adenosin trifosfato
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CwZnSuperadde Dismutase [ S001), the most im portant antie: dant defanse against ROS in eukanyotic cells, lo-
calizes in cytosol and intermembransa s pace of mitochondr i [IM5) Several evidences show a 5001 intersection
with both fer mentative and res piratory metabolis m The Vol tape Dependeant Andon Channel [VDAC) & dee main
pore- forming protein inthe mitochondrial outer membrame (MOM), and is considered the gatekeaper of mito-
chondrial metabalism. Saccharosrpces cenevisae lacking VDACL [Apar] ) & a very convenlent model systam,
since it shows an impaired growth rate on non-fermentable carbon sowrce. Transfor mation of Apar] yeast

f;’m with human 5001 completely restores the cell growth deficit in non-fer mentative conditions and re-
VDAL et bl shes the physiologial levels of ROS, x5 well a5 the miochondnal membrane potential. Mo similar result
Mitochandria wis found wpon yeast SO0 overe Xpression A previous report highlighed dee acion of S001 25 3 transa iption
5 erevide factor. Quantitative Real- Time PCR showed that - barrel outer- mem br ane encodi ng-genses par 2, fom0, samso
Gene sxpressian are induced by hS0D, bt the same efect was not obtained in Aporfapor? veast, indicating a crucial function
"“‘“"‘;‘ﬂ for yWDACZ Since the lack of VDACT inveast can be considered a stress fador for the cell, hS0D1 could reliave
=ms it stimulating e e xpression of genes bringing to the recovery of the MOM fundion Our results supgest adirea
inflpene of 5001 an VDAL

L 2016 Haevier BV All rights reserved

1. Introduction mechanism not yet understood | 10]. Although structure and dismutase

Cu,/Zn Superceide Dismutase [S001]) representsthe most im portant
anticxidant defense againg ROS in eukanpotic cells, since it catalyzes the
disproportionation of superxide anions to oxyeen and hydrogen per-
oxide |[1] 5001 is an abundant oytosolic enzyme well conserved
throughout evolution; however, 5001 fractions were found also in
nuckus 2], lysosomes |3], peroxisome 4] and intermembrane space
[IMS) of mitochondria | 5,6]. A Mn 500 [(S002) isolorm is expressed in
maost eukaryotes and it is ecdusively located into the mitochondrial
matrix |7]. Notably, mutations in 5001 gene have been assodated to
the familial form of Amyotrophic Lateral Scemsis (ALS) [£9]. even
though also wild type 2001 is implicated in sporadic ALS by a
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activity of 8001 have been well characterized, many recent evidences
indicate a 5001 participation in metabdism regulation.

The yeast Soocharmmyres cerevisiae grows in an exponential way in
the presence of glucose, using alooholic fermentation and repressing
respiration, as long as the sugar is available. When glucose level drops,
yeast undergoes the “diaweic shift™: the mitochondrial respiration is
re-activated, allowing the ethanol utilization for enermy production
|11.,12]. A series of metabolic alterations has been found in yeast cells
devoid of 5001 [Asedi). Yeast lacking endogenous 5001 does not
completely repress respiration upon fermentative conditions and
shows impaired growth on glucose, while it better grows on non-fer-
mentable carbon sources, such as ladtate and pynuvate | 13] Inaddition,
Asnd ! cells show a significant increase in mitochondrial mass and o
men consumption,and when diawdc shift ooours, they arenolonger able
to grow usingethanol | 14). The repression of mitochondrial respimtion
requires the activation of yeast homologous casein kinases[ v, YCK1 and
its paralog YCK2, which relieve the tmansriptional repression from the
elucose tAnsport transciption regulator RGT1, resuling in the const-
tutive expression of glucose tansporter HAT genes (152001 stabilizes
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| Supencide Dismutase L mutans assecate with 20-29% of famlial Amyotrashic Lateral Sclerois (ALS)
| eases, producing tevdc aggregates on mitochondria, notably in spenal cord, Thae Veltage

| Anin Chanmel Soform 1 [VDACL) i the suter mtochondrial membrane is & dodeing she for SOD1 GI3A
© pnutast in ALS mice and the physiological receptor of Hexokinase | (HICL), which is poarly expressed in
: mouse spinalcord. Our results demonstrate that HKL competes with 5001 G934 for binding VDAL,

: suggesting that inALS spinal card the available HIL binding sites could beused by SODL mutants far

| dodking mitechonds, preducing thus organelle dysfunction. We tested this medel by studying the

| action of & HEL.N-terminal based peptide (NHELY. This MHKL peptide s pecfcally interacts with VIACL,
| inkibits the SODL GE3A binding ta mtechandria and restanes the viabiity of ALS madel HSC34 cells.

{ lnciether, our resuhs supgest that NHEL peptide could be developed a5 o therageutictaal in ALS,

| predicting an effective roke also in othes proteinopathies.

Amyobrophic Lateral Sclerosts (ALS) s a falal newrodepenzrative disease characlerired by the progresive
i degeneration of bolh upper and lower motor neurons’ {MRs)L Over 160 misomse mulations in the roxide
¢ IMsmulase | (500310 pene accounl for 20-23% of familial ALS cases’, causing MKs death by acoemulalion of
¢ mmetand 50000 {muls00 L inscduble o 5", Inleresti mut500] apgregaies oo e with the mao-
chondrial cyloplasmic side, especially tin spinal cord Mz, mg miinchondrial falures. Despie 6 s well
¢ kniown that mitochondria play a central role in Bioenerpetics melabolism, onidative stress, 3 1s and axomal
¢ transpory, the indmale underiying mechamism bnking mitcchondrial dysfemclion in &ks of ALS palients or
i e o mulsODL stll remains sleve, Morzover, iLis nol pei well undersinod why M2 are more suscepistle 1o
¢ thedsmar incomparison io olher tsmues.

A previpus reporl showed Lhal, ondy in the ALS rat spinal cord, mutSo01 bind directly to the voltage

¢ Dependenl Anlon Channd 1sofomm | {VIACE), reducng its channd activity®. ¥IACI 85 considerzd the mas-
i ey regulator of Lhe mitochondria tanks to its crudlal action of gate for metaholic and energetic substrales of
¢ the 5. Morzove, ¥WDACI &5 the physsclogical receplor of Hesplonases™ (HEz). HEs atalyze the gl-
¢ cme phosphorylation and, by binding i VIACH, they gain a preferentlal socess to newly synitesized ATE
i Furthermare, 1'n||.nd1m1dr.|.1.| aund HEs protect the ool from apopiosis, since they diminish VIOAC propemsty
¢ o interact with n Hax'*""_ Inierestingly, reduced beveds of HE] were deiecied in spinal comd,
: ﬂnm:imllc nrt- tmues'? Therelore, high levels of mutS 001 Mnding to VDACI comebale with
: 5

ol HE1 in spinal cord. Hased on these evidences, we bave bypothesized thal in ALS 2 reduction of HEL

| concenlralion increases ¥ DACT] propensity o freract with mulS000 1, producing thes mitochondrial dpsfunc-
i tiom and <zfl death.
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