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Summary

14-3-3 proteins are a family of dimeric proteinarid in in every eukaryotic
organism. Humans have 7 distinct 14-3-3 genef,xen,0,t (also called),
and é (as well as a number of potential pseudogenes)tewdast and
plants have between 2 and 15 genes not all of wdrielexpressed.

Also plant 14-3-3 structure has been solved. Th&-B4 are dimeric, with
each monomer consisting of nimehelices in an antiparallel arrangement.
The dimer interface is formed from both hydropholaicd salt-bridge
interactions between conserved residues in helcés oC and aD,
concealing a large surface area (over 208)0sAd creating a central channel
where binding to peptide and protein ligands occline extreme N-termini
appear to protrude in random coils from the outde sf the dimer interface,
and the C-terminal regions appear to form a mowealsp that might
regulate the entry and exit from the central bigdinooves.

Over 100 proteins bind to 14-3-3, including variqu®tein kinases and
phosphatases: proteins involved in cell cycle adrdand in transcriptional
control of gene expression, metabolism, and apiptosell surface
receptors, ion channels, enzymes, molecules indolie membrane
trafficking, viral proteins, cytoskeletal proteirgnall G proteins and their
regulators, and scaffolding molecules. In manyrmitall cases, binding to
14-3-3 depends on ligand Ser/Thrphosphorylation.

Determination of the phospho-dependent 14-3-3-bipdsites on Raf,
together with oriented peptide-library screeningahmammalian 14-3-3
proteins, revealed two optimal pSer/pThr-contaimmafifs—RSxpS/pT]xP
and RxxxpS/pT]xP—that are recognized by all 14-3-3 isotypes.defiotes
any amino acid; although for 14-3-3 proteins, d¢artamino acids are
preferred even at these positions.]

14-3-3 proteins are known in plants as regulatdérthe proton pump H
ATPase.

Plasma membrane HATPases constitute a family of proton pumps driven
by hydrolysis of ATP and are found exclusively ne fplasma membrane of
plants and fungi. Here their primary role is topde an energy source for
transport of nutrients into the cell. The plasmanbeane H-ATPase is an
electrogenic enzyme. It's Activation causes a hypkarization of the PM
andraises theApH between the cytoplasm and the periplasm, thereby
providing the driving force for transmembrane iom anetabolite transport.
The proton pump is composed of 10 transmembraneeldbcating both the
N- and C-termini at the cytoplasmic face of thespla membrane. The



enzyme's C-terminus regulatory domain is an autoitany domain that
interacts directly with regulatory protein 14-3-As a result of this
interaction, the HATPase acquires an activated state characterigeghb
increase inVmax, an increased affinity for ATP, and a changephh
dependence with higher activity toward physiolobipdd. The site of
interaction of 14-3-3 protein with the planf-ATPase has been mapped to
the extreme C-terminal end of the pump. Binding lsn shown to involve
the three C-terminal residues (Y946TV in AHA2) anekquires
phosphorylationof the penultimate residue (Thr3dAHA2).

The plant PM H-ATPase seems to be regulated by all of the impobrta
factors controlling plant physiology: light, hormes) phytotoxins, and
environmental stress. Although blue light activates H-ATPase in guard
cells, it has been shown to inactivate plasma mangH-ATPase activity
of pulvinar motor cells of common bean (Phaseolulgaris). Different
results have been obtained in solving how auxiivaiets the proton pump at
the transcriptional level, but the fact that plaalls respond to auxin within
minutes suggests that #ATPases are directly activated at the
posttranslational level. Binding of fusicoccin, dtedoene glycoside, a
phytotoxin produced by the fungu&usicoccum amygdaleto the
phosphorylated HATPases + 14-3-3 complex is thought to stabiliee It/ -
ATPases + 14-3-3 interaction, thus leading to paen& activation of the
proton pump.

The study carried out in this thesis has been divig two parts: in the first
one we investigated the possible role of the polgamin modulating 14-3-3
association with the HATPase.

Polyamines are organic molecules discovered in huggmen by Antoni
van Leewenhoek in 1678. They were considered asngeesition products
of nitrogen containing organic compounds in animejanisms, but later
proved to be important constituents ubiquitous ltgoeo- and eucaryotes,
taking part in many biological processes. Polyasioemmon to all plant
species are putrescine (diamine), spermidine (imemn and spermine
(tetraamine); they are distributed in all vege®matand reproductive plant
organs like roots, stems, leaves, flowers and apfedoe involved in a
myriad of processes including the regulation of ADNeplication,
transcription of genes, cell division, organ depehent, fruit ripening, leaf
senescence and tuber dormancy.

Since recently it has also been reported that pulyes can bind to 14-3-3
proteins stimulating their association to the méreeductaseln this study



the role of PAs in the interaction between 14-3r8tgins and HATPase
has been analyzed by using differentvitro and in vivo experimental
approaches it is shown that Spm can regulate thg-34ctivation of the
proton pump.

In vivo incubation of maize roots with 0.2 mM Spm indueesincrease of
H*-ATPase activity. This effect is obtained, evenuyjio at a very lower
level, with Spd and Put while Cdv is ineffectivehid differential activity
can be ascribed to the different number of amirtbiamno groups present in
the different PAs. The Spm effect is detectable atsn vitro experiments
where Spm was administered in membrane preparatidese Spm is
effective at micromolar concentrations. The stirtialais saturable at 0.2
mM Spm, suggesting that the effect occurs at aunatons that have
physiological relevance.

The Spm stimulatory effect of HATPase activity is confirmed by the
ability of the tetra-amine to stimulate the dir@aeraction of 14-3-3 with
H*-ATPase in the overlay assay

The possible effect of endogenous PAs is investiyaty using specific Pl
such as DFMO, CHA and MGBG. A small but reprodueitdduction of the
phosphohydrolitic activity is observed when maiaetsare incubated with
the inhibitors, thus suggesting a regulative rdlthe endogenous PAs.

The above data show that the Spm effect is dueetstimulation of 14-3-3-
H*-ATPase interaction. This is corroborated by th@region of the amount
of 14-3-3 proteins associated to the plasma mersbaftier Spm treatment.
The western blotting assay shows a significativerdase of membrane-
bound 14-3-3s in Spm membranes compared with dom@mbranes and a
decrease of the 14-3-3 levels in Pl membranes.

The 14-3-3 interaction with HATPase requires the phosphorylation of the a
specific threonine residue located at the C termimfithe proton pump. The
recombinant C-terminal domain of the MHA2 isoforfmeaize H-ATPase,
which is not phosphorylated, can however interaith whe 14-3-3 protein
but only in presence of physiological concentragion FC. Interestingly the
14-3-3 interaction with the C terminus can occwoah presence of Spm.
The other PAs Spd, Put and Cdv are, as expecteitedtive.

This new evidence suggests that Spm can indudetiéraction between 14-
3-3 and its target also in absence of C terminwssorylation and that,
besides the positive charge, its chemical structame allow the binding
between 14-3-3 and its target. In fact, ®agecessary for the interaction of
14-3-3 with the HATPase, is not effective in the 14-3-3 bindingthe
unphosphorylated C-terminal domain. This evidergaraindicates Spm as



a “specific” regulator of 14-3-3 interaction witts itarget and suggests that
its doesn’t act as a simple organic cation.

In this respect, the comparison of Spm with*Meffect indicates that Spm
stimulates more than Mgthe interaction of GF14-6 with the"tATPase or
with a peptide reproducing the 14-3-3 binding sifehe H-ATPase. The
effect of the cation and PAs is the possible consege of their binding to
14-3-3 proteins. It has been shown that botif'Nagd Spm can bind to the
recombinant Arabidopsis GF&4 and induce a conformational change
followed by an increase of surface hydrophobicA&yso the recombinant
maize GF14-6 used in the present work can bind Sitimer Spm or Mg
addition to GF14-6 result in an increase in bis-AiNBrescence.

In the second part of this thesis we analyzed arsongdiated regulation of
plasma membrane'FATPase.

Sugars not only fuel cellular carbon and energyatma@ism but also play
pivotal roles as signaling molecules. However, ne@vidence has shown
that sugars can act as regulatory signals thatadhe expression of diverse
genes involved in many processes in the plantcligle. Plant hexokinase
(HXK) has been shown to be involved in sugar senaimd signaling, and is
proposed to be a dual-function enzyme with botlalgat and regulatory
functions. In recent years, emerging evidence sstggelink between 14-3-3
proteins and sugar sensing pathways. In fact, $ lbeen observed that
glucose starvation activates a selective protaolytiocess of 14-3-3-
regulated proteins. Several cytosolic 14-3-3 targdnhcluding nitrate
reductase, sucrose-phosphate synthase and glyseydkl3-phosphate
dehydrogenase, were found to be selectively dedradesugar-starved
Arabidopsis cells. This finding prompted us to &sdr the question as to
whether the sugar sensing pathway could targepldmma membrane H+-
ATPase. In this study, we analyzed theAT Pase activity as well as the 14-
3-3 binding properties of maize roots subjectedugar withdrawal or fed
with various nonmetabolizable sucrose analogs. Repalata demonstrate
that a sugar sensing pathway controls-ATPase activity through
phosphorylation-dependent modulation of 14-3-3 inigd

The results clearly demonstrate that sugar depletioes not affect H
ATPase levels but dramatically inhibits its catalyfctivity, and that
inhibition is due to a reduced ability of tATPase to bind 14-3-3 proteins.
14-3-3 binding is know to be regulated under pHggical conditions by
phosphorylation of a threonine residue (Thr94him AHA2 H'-ATPase) in
the extreme end of the C-terminal domain 6fATPase. Experiments with

\%



OKA and MC demonstrate that sugar depletion inkiti4-3-3 association
with the H-ATPase by reducing phosphorylation of the C-teahit¥-3-3
binding site. The involvement of a specific sugansng mechanism has
been proven by means of non-metabolizable disaicidsar They are as
effective as glucose in preserving®-BTPase functionality, thereby
demonstrating that the effect is not due to sugetabolism but rather to
sugar perception and signaling. This perceptiors da® involve the main
intracellular sugar sensor hexokinase, since itdeas shown that palatinose
is not membrane permeable. This hypothesis is stingthened by the
observation that B-glucose, a glucose analog which triggers hexokinas
mediated signaling, is ineffective in our systematéd not shown). In
conclusion, our results demonstrate that sugaralligg regulates the H
ATPase, the enzyme being maintained in an activsii@e by non-limiting
sugar supply. This finding is of physiological red@ce since it is known
that non-limiting sugar conditions activate diversell carbohydrate-
consuming functions, such as biosynthesis of pobtsarides and proteins,
cell cycle, respiration and nitrogen assimilatiovhich are necessary to
sustain the HATPase-triggered cell growth. Our finding is atsateworthy
since, despite HATPase being highly regulated, only very few eretumis
factors have so far been identified. The mechan@msugar-induced
activation of the HATPase in maize root tips involves enzyme
phosphorylation and the subsequent 14-3-3 bindiingjjar to the blue light-
induced H-ATPase activation in stomatal guard cells.



CAPITOLO 1

Introduzione



1.1 Le proteine 14-3-3

Le proteine 14-3-3 costituiscono una famiglia efjereea di proteine di circa
30 kDa, solubili, acide, con punto isoelettrico @ueso tra 4 e 5, e in forma
nativa presenti come dimeri (Boston et al.,1982m#guchi et al., 1981).
Furono estratte per la prima volta da Moore e Rarek 1967 (Moore e
Perez, 1967), dal tessuto cerebrale di mammifes® costituiscono circa 1%
delle proteine solubili totali.

Il loro nome deriva dalla combinazione del numesdlad frazione in cui
eluivano in cromatografia su DEAE-cellulosa e dallacessiva posizione di
migrazione in elettroforesi su gel di amido.

Solo nel 1987, grazie al lavoro di Ichimura e dwmdleatori, fu possibile
attribuire alle 14-3-3 la prima funzione, come ttfa in grado di attivare la
triptofano 3-mono-ossigenasi e la tirosina 5-moasigenasi (Ichimura et
al., 1987). Tale attivazione era dipendente datisfdrilazione delle due
proteine bersaglio da parte della CaMPK Il (Praeichinasi calcio-
calmodulina dipendente). | medesimi autori riustirénoltre a separare da
preparati di cervello bovino, mediante cromatogr&fPLC in fase inversa,
sette differenti isoforme di 14-3-3. In base ablarofilo di eluizione tal
isoforme sono state nominate con le prime lettetéatfabeto grecou, B, v,

3, &, {. La purificazione dell'isoformg ha permesso la dimostrazione diretta
in vitro dell'attivazione della triptofano idrossilasi darie delle proteine 14-
3-3 ed ha inoltre permesso il clonaggio del primeney per le 14-3-3
(Ichimura et al., 1988). Oggi le 14-3-3 rappreseatana famiglia di
proteine espresse in modo ubiquitario in tutti glicarioti (Aitken et al.,
1992; Ferl, 1996) svolgendo ruoli fondamentali amellegolazione di
numerosi processi cellulari come il ciclo cellulgfRoberts et al., 1997),
l'apoptosi (Zha et al.,, 1996), l'esocitosi, nelrdg&ing” cellulare e, in
generale, nel coordinamento di varie vie di tragzhe del segnale. Tutte
queste funzioni sono riconducibili alla capacitfiel@4-3-3 di interagire con
proteine bersaglio agendo da adattatori, chapeatiiiatori o repressori.



1.2 Struttura delle proteine 14-3-3

Le proteine 14-3-3 sono presenti in forma nativaealimeri. Gia nel 1987
Ichimura et al. avevano attribuito alle 14-3-3 ws@ molecolare di 50 kDa.
Successivamente era stato osservato che anche olaatografia di
esclusione per le proteine 14-3-3 dava un’appanemgsa di circa 60 kDa
(Toker et al., 1992). Tale natura dimerica & gpaiaverificata sull'isoforma
GF1l4» di Arabidopsis,mediante cromatografia di gel-filtrazione ad alta
risoluzione ed esperimenti di cross-linking (Luadt 1994a). Jonest al.
(1995) hanno dimostrato l'importanza  dell’N-termima nella
dimerizzazione, osservando che un frammento N-teximidi 16 kDa esiste
in soluzione come dimero e mutanti di delezione caati dei primi 26
amminoacidi perdono completamente la capacitardédzzare.

La struttura cristallografica, ottenuta su 2 isoferanimali{ (Xiao et al.,
1995) et (Liu et al., 1995), ha ulteriormente confermatgtasenza di una
struttura dimerica che, data I'elevata omologial¢ravarie isoforme, viene
considerata valida per tutte le 14-3-3.

Ciascun monomero consta di nove alfa eliand-Q) organizzate in modo
antiparallelo e separate da brevi tratti non siratt. Nel suo complesso il
monomero pud essere distinto in due domini stralituil domino N-
terminale costituito dalle prime quattro eliche, iedominio C-terminale,
formato dalle restanti eliche (Liu et al., 1995aiet al., 1995).

| due monomeri risultano disposti in modo da forenana sorta di morsa.
Essa presenta una faccia interna, ricca di residngervati, coinvolta nel
riconoscimento di molecole bersaglio, e una faesi®rna, ricca di residui
variabili, che secondo alcuni autori sarebbe resahbite della specificita di
tale riconoscimento. Nella faccia interna di ogminomero € presente una
cavita anfipatica di 25 A, costituita da un grupparesidui basici e polari
(K49, R56, R60, K120, D124, Y128, R127) da una gatda residui
idrofobici (L172, L216, L220, L227) dalla parte agpa(Petosa et al., 1998;
Yaffe et al., 1997)

| residui dell'interfaccia del dimero sono moltonservati e cido suggerisce
che isoforme differenti possano formare eterodint@io € stato dimostrato
sia in isoforme animali (Jones al., 1995) che in isoforme di piante (Wu et
al., 1997).
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target binding regions NES

Figura 1.1 A) Struttura del dimero di 14-3-3. B) Rappresentazione delle 9 alfa eliche di ciascun
monomero. C) Schema del monomero di 14-3-3 in cui sono indicate le regioni coinvolte nella
dimerizzazione, nel legame alla proteina bersaglio e la sequenza NES (da Tzivion G. et al., 1998).

La possibilita di formare eterodimeri ha suggedhe tali proteine agiscano
come ‘“adapter protein” cioe proteine che, interagercon bersagli
differenti, ne favoriscono I'avvicinamento; sono dsempio le interazioni
con le protein chinasi Raf-1 e Bcr. Tali proteinen sono in grado di
interagire tra di loro se non in presenza di 14-8-Formare cosi un
complesso ternario come € stato dimostrato in espati di coeluizione e
coimmunoprecipitazione (Jones et al., 1995; WuU.e1897).

Oltre alla regione di dimerizzazione, é stata taratzata, per la prima volta
in Rad24, una delle due isoforme di 14-3-3 delit@8. pombgun’ipotetica
sequenza per I'esportazione dal nucleo (NucleaioExX@ignal, NES). Tale
sequenza e localizzata sull'elica 9, corrispondemteesidui 1217 e L221
della 14-3-8, e funzionerebbe come una sequenza di esportonediare
I'esclusione dal nucleo di proteine bersaglio camdeesempidCdc25, la
protein fosfatasi chiave nella progressione delocieellulare, mediante
un’interazione simultaneamente con CRML1, il recettper I'esportazione
delle proteine dal nucleo (Lopez-Girona et al., 994 lavoro di Rittinger e
collaboratori ha effettivamente dimostratovitro I'interazione delle 14-3-3
con CRML1 (Rittinger et al., 1999). Inoltre mutaziancarico della sequenza
NES comportano I'accumulo di Rad24 nel nucleochipacita di interagire
siain vivo siain vitro con Cdc25C (Zeng et al., 1999) e di segregaretaues



nel citosol (Lopez-Girona et al., 1999). Simili razibni della 14-3-8 di X.
laevisdistruggono inoltre l'interazione con Cdc25C (Kugaaet al., 1998).
Un confronto tra le sequenze delle 14-3-3 attuatenelisponibili in banca
dati ha evidenziato la presenza del NES in tuttb4l8-3 (Rosenquist et al.,
2000).

Per alcune 14-3-3 vegetali &€ stata anche evidentatapacita di legare
Cd”, poliammine o ioni bivalenti. Un motivo EF di lega al C&" (EF
hand-like), simile a quello presente nella calmodyl é stato identificato
nella regione C-terminale, tra lelica 8 e la 9/'defforma di A. thaliana
GF14w. Tale isoforma si € dimostrata in grado di legareitro molecole di
calcio radioattive (Lu et al., 1994b). Medesimappieta & stata riscontrata
anche per lisoforma GF14 di cui sembrerebbe influenzare in modo
negativo la capacita di dimerizzazione a causadaxioni conformazionali
(Abarca et al., 1999). Il motivo EF risulta cointmanche nel legame con gli
ioni bivalenti o con le poliammine come dimostratlizzando mutanti
puntiformi della regione C-terminale della 14-3-B Al thaliana GF14»
(Athwal e Huber, 2002). Come per il €ail legame al M§ o alle
poliammine spermina e spermidina, comporterebbemwdificazione della
conformazione della 14-3-3 provocando una “apefttdedia tasca anfipatica
di legame ed una maggior affinita della proteinaip@gando (Athwal et al.,
2000).

1.3 Meccanismo d'interazione e sequenze bersaglio
delle proteine 14-3-3

Come accennato in precedenza, le proteine 14-3@isogrado di interagire
con un gran numero di bersagli tra loro molto diieA dispetto di tale
eterogeneita devono necessariamente sussisteeecdeditteristiche comuni
alla base del riconoscimento tra 14-3-3 e ligah@oprincipale caratteristica
fu riscontrata gia nei primi studi d'interazione e 14-3-3 e ldriptofano
idrossilasi (Furukawa et al., 1993): era necesdsariéosforilazione della
proteina bersaglio.

Ulteriori conferme vennero anche da studi successindotti in particolare
sulla proteina chinasi Raf-1, in cui é stato dirast che la fosforilazione
del residuo Ser259 era indispensabile per il legaarele proteine 14-3-3
(Michaud et al., 1995); proprio sulla base di faterazione é stato possibile
identificare una sequenza di legame conserR8XpSXP, dove pS



rappresenta una fosfoserina ed X un qualunque atitho (Muslin A.J. et
al., 1996). Tale consenso e stato dedotto utilidaaim peptide sintetico di
15 aminoacidi, che riproduceva la regione di Raftdmpresa tra gli
aminoacidi 252 e 264 e contenente la sequenza RQRSP. Solo la forma
fosforilata del peptide era in grado di interagirevitro con la 14-3-8 con

una Km apparente di 122 nM.

Successivamente l'analisi di una libreria orientdiapeptidi, contenenti
fosfoserine, ha permesso di definire due motivisemso alternativi (Yaffe
M.B. et al, 1997). I modo 1, definito dalla seqma
R(S/IAN(+ANpS(L/E/AIM)P  (dove pS é una fosfoserina, Ar un residuo
aromatico e + un residuo basico), risulta strettameorrelato alla sequenza
di legame di Raf-l. I modo 2 presenta la sequenza
RX(Ar)(+)pS(L/E/AIM)P . Sequenze analoghe ai motivi consenso descritti
sono state ritrovate in numerose proteine cheagtscono con le 14-3-3, ed
alcune di queste possiedono piu di un sito di leg@habella 1.1).

A
RSXp(S/T)XP (modo 1)
Raf-1 (S/T protein chinasi)
Bad (omologo di BCL-2)

RSTpSTP; RSASEP
RHSSYP; RSRSAP

Cdc25C (Y/T protein fosfatasi) RSRpSVIP
ASK1 (S/T protein chinasi) RSIpSP
Middle T antigen (oncoproteina) RSHpSYP

KSR (S/T protein chinasi)
PTPH1 (Y protein fosfatasi)
IRS-1 (proteina d’ancoraggio)

RSKpSHE, RTEpSVP
RSLpSVE, RVDpEP
RSKpQS, HSRSP,
KSVpSAP

lip35 (proteina associata a MHC)
FKHRL1 (fattore di trascrizione)
Slob (proteina che lega canali)K
RXXp(S/T)XXS

Cbl (proteina adattatrice)

Keratin 18 (componente del
citoscheletro)

PKCu (S/T protein chinasi)

Altri motivi fosforilati

Recettore IGF-1 (Y protein chinasi)

RSROSCR
RSQTWP, RAVpSVMD
RSNpSAl, RSAPSSE

RHpS.PFS, RLGSTFS
RPVSSAAS

RLpSNVpS RTPSAELpS

pSVPLDPSApSpSpSAF




GP1I8 (recettore per lI'adesione) RLpS.TDP

p53 (fattore di trascrizione) KGQSTpRH

Motivi non fosforilati

R18 (peptide sintetico) WLDLE

Raf-1 (S/T protein chinasi) Motivo ricco in cisteine

KSR (S/T protein chinasi) Motivo ricco in cisteine
B

LIGANDO SEQUENZA

RSXp(S/T)XP (modo 1)

Nitrato reduttasi KKXp STP
Subunita catalitica A dell’ATPsintasi RKVpSGP
vacuolare

SubunitaB dellalATP sintasi RGVpSVP
AK1 (protein chinasi C& dipendente) RFLpSQP
Amido sintasi Ill RYGpSP
RXXXp(S/T)XS (modo 2)

Lox-2 (13-lipossigenasi) KPSDEKP
Altri motivi fosforilati

PM H'-ATPasi YpTV

Tabella 1.1Le proteine che interagiscono con le 14-3-3n tabella sono riportate
alcune proteine che interagiscono con le 14-3-8li meganismi animali &, da Fu
H. et al., 2000) e nei vegetaB (da Sehnke et al., 2002). A fianco a ciscuna prate
e riportata la/e sequenze di legame ed in corsinasiduo fosforilato.

In Raf -1, ad esempio, sono presenti due siti ¢t la Ser-259 e la Ser-
621; questi residui sono fosforilati vivo e mediano l'interazione con il
dimero di 14-3-3 (Morrison, 1995; Morrison et a993). La possibilita
delle 14-3-3 di legare contemporaneamente duessita stessa molecola
viene supportato anche da esperimantritro (Yaffe et al., 1997). E' stato
dimostrato, mediante co-cristallizzazione, che ueptide sintetico,
contenente due motivi di legame fosforilati disfatizdi 30 A da uno
spaziatore di acido poliamminoesanoico, € in grdidiegarsi al dimero di
14-3-3 con elevata affinita e che ciascun sitodlsito occupa una delle



due tasche anfipatiche della proteina. La costdnt@ssociazione, misurata
per questo complesso, risulta 30 volte inferiorguella calcolata per il
complesso con un analogo peptide fosforilato solano dei due siti di
legame. Un tale comportamento suggerisce quindeffetto cooperativo
nell'interazione.

Oltre ai due tipi di siti d'interazione descrit8tudi effettuati sul proto
oncogene Cbl e sulla pompa protonica di membramsnpitica vegetale'H
ATPasi, hanno evidenziato I'esistenza di differemdtivi fosforilati. Per Cbl
e stato individuato un motivo ricco in serine, BXX,.sS, dove X indica
gualsiasi aminoacido e dove almeno una serina #@rfi@asa (Liu et al.,
1997). Cbl contiene due di questi motivi come agaoente osservato per
Raf-1. Per quanto concerne 1HATPasi & stata invece identificata una
sequenza minima di soli tre aminoacidi, YpTV, dqQvE € una treonina
fosforilata (Fulsgang et al., 1999; Svennelid et &d1999). Di questa
particolare interazione verra discusso in seguitam® in parte oggetto di
guesta tesi di dottorato.

Negli ultimi tempi sono comunque emerse numerosieleaze che le
proteine 14-3-3 sono in grado di interagire anclwm Gequenze non
fosforilate. La protein chinasi Raf-1, oltre aii ptecedentemente descritti,
contiene un terzo sito di legame per le 14-3-3od#dminio ricco in cisteine
(Cysteine-Rch-Domain) (Clark et al., 1997). Il CRD (residui 1394)8
espresso ifk. coli e quindi non fosforilatoin vitro pud legare direttamente
le 14-3-3, ma non é chiaro ancora il ruolo da es®dto nell'interazione 14-
3-3/Raf-1 (Winkler et al., 1998; McPhearson, e1299).

Altre proteine contengono domini di interazione rosforilati come la
glicoproteina GPla (Du et al., 1996), la ADP-ribosyl-transferasi ExoS
(Masters et al.,, 1999) o la 5-fosfatasi, nel quasocil sito di legame,
RSESEE, ricorda il motivo di tipo 1, in cui la foskrina viene sostituita da
un residuo carico di acido glutammico (Campbelbakt 1997). L'utilizzo
inoltre della tecnica del “phage display” (espasid di proteine o peptide
su capside fagico) ha permesso di selezionare ptidpenon fosforilato,
denominato R18, con elevata affinita per le 14-3F8le affinitd dipende
dalla sequenza WLDLE presente nella regione centlal peptide (Wang et
al., 1999).

La proteina 14-3-8 animale é stata co-cristallizzata in complesso con
diversi peptidi che riproducevano motivi di legasia di tipo fosforilazione
dipendente sia indipendente (Yaffe et al., 199@jrigier et al., 1999; Petosa
et al., 1998) (figura 1.2).



Figura 1.2 Interazione tra le proteine 14-3-3 e le molecole bersaglio A) Struttura del
complesso tra la 14-3-3z animale ed un peptide sintetico riproducente la sequenza di legame della
protein chinasi Raf-1 (da Yaffe M.B. e Smerdon S.J, 2001). B) Struttura della 14-3-3z in
complesso con la forma fosforilata della serotonina N-acetiltransferasi (p AANAT) (da Obsil T. et
al., 2001).

In tali complessi entrambi i tipi di peptide si @ienano nella tasca
anfipatica ed assumono una conformazione estesealidlo modello € stato
ottenuto dall'analisi ad alta risoluzione, 2.6 Aj domplesso tra 14-%3 |l
peptide MARSHpSYPAKK, che riproduce la sequenza ldgame
dell'antigene "middle T" del virus del polioma (Yafet al., 1997). In tale
complesso, la fosfoserina del peptide contatta 4é3-B, da una parte,
mediante ponti salini coi residui K49, R56 e R127dall'altra, mediante
legami idrogeno con il gruppo idrossile del resiMi®?8. Tale risultato € in
perfetto accordo con esperimenti di mutagenesi sgecifica in cui le
sostituzioni K49E, R56E ed R127E, a carico deidwspolari della tasca
anfipatica, abolivano drasticamente l'interazioeiad14-3-Z con Raf-1 e
Ber (Zhang et al., 1997). In modo simile e statchendimostrato che le
mutazioni Lys-56 e Val-185, presenti nella tascdipatica di ciascun
monomero, sono cruciali per il legame della 14-38etale alla sequenza
fosforilata YpTV della pompa protonica™ATPasi (Visconti et al., 2003)
Altri simili risultati sono stati ottenuti anche rconutazioni a carico della
superficie idrofobica, quali V176D, L216D, L220DLe227D (Wang et al.,
1998). E stato inoltre dimostrato che, anche petefazione tra la proteina
proapoptotica Bad e la 14-Z-Jisultano fondamentali i residui K49 e V176,
mutazioni dei quali ne aboliscono il legame (Yahgle 2001)
Analogamente, nel complesso tra le 14¢€3e3il peptide R18, quest'ultimo
assume una conformazione estesa all'interno deBaat anfipatica. La



sequenza WLDLE si posiziona nel sito di legame |lpdiosfoserina, con i
due residui acidi, aspartico ed glutammico, prossinresidui basici della
14-3-3 e con le due leucine che prendono contatttildato idrofobico della
proteina, compresi L172 e L220 (Petosa et al., 1998

Recentemente é stata risolta da Obsil e collaborddo struttura del
complesso tra la 14-33e la serotonina N-acetiltransferasi, nella forma
fosforilata (pAANAT), e a sua volta complessata dan CoA-S-acetil
triptamina (Obsil et al., 2001). | complessi otteérerano costituiti da un
dimero di 14-3-3 ed a ciascun monomero risultagatee una molecola di
PAANAT. Come osservato per i complessi 14-3-3/phmtila regione N-
terminale di pAANAT, contenente la sequenza di tegaRRHpE.LPAN
(dove pT e una fosfotreonina), adotta una confoion&z estesa e si
posiziona nella tasca anfipatica. A differenza migptidi contenenti pSer, la
pThr della sequenza di legame contatta in piu, amdiil proprio gruppo
metilico, il gruppo metilico della Val-172 della B43. La 14-3-3
complessata con il ligando presenta, rispetto fallma libera, un'apertura
del canale centrale dovuto ad un allontanamentsovsterno dell’elica 8,
come pure osservato per la 14-3-AdihalianaGF14w in seguito a legame
con C&* o M¢?* proprio nella regione di giunzione tra I'elica 8ae9 (Lu et
al., 1994b; Athwal et al., 2000). Gli autori vecdino inoltre che, in seguito
al legame alle 14-3-3, la pAANAT subisce una madiione
conformazionale che la rende piu attiva aumentabalcessibilita del
substrato al sito catalitico, assegnando quindi a4-3-3 una funzione di
stimolo dell'attivita dell'enzima (Obsil et al., Q).

1.4 Ruoli funzionali delle proteine 14-3-3 nelle diele
animali

Numerosi sono i ruoli e le funzioni svolte dalle-3-8, ed in generale sono
riconducibili a tre principali processi cellulam icui le proteine 14-3-3
agiscono regolando l'attivita enzimatica, l'inteia®e proteina-proteina, la
localizzazione subcellulare:

a) la trasduzione del segnald ruolo delle 14-3-3 in questo meccanismo é
emerso fin dalla loro riscoperta negli anni '90 Ilguattori regolatori
dellattivita della protein chinasi C (PKC), unanfiglia di serina/treonina
chinasi attivate dal Gae dal diacil-glicerolo (DAG) e coinvolte in molti
processi di trasduzione del segnale (Toker et18190). Inizialmente fu
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assegnato alle 14-3-3, isolate da estratti di dernvdi pecora, un ruolo
inibitorio dell'attivita della PKC (Aitken et al1992, Robinson et al., 1994;
Hausser et al., 1999). Altri autori hanno invecepossto per le proteine 14-
3-3 un ruolo d'attivazione della PKC nei processesbcitosi dipendenti da
cd&* (Isobe et al., 1992). Le 14-3-3 sono anche in @rdd stimolare
l'interazione della PKC con la serina /treoninanasi Raf-1, proteina che
svolge un ruolo centrale nella trasmissione di aliirmdotti da fattori di
crescita attraverso la via di trasduzione delle MAgnitogen-activated
protein kinase) (Morrison e Cutler, 1997). Le pimwel4-3-3 sono inoltre in
grado di mediare I'interazione tra la forma attevassociata alla membrana
di Raf-1 con altre proteine quali: Becr, KSR (kinsg&gppressor of Ras), A20
(Vincenz e Dixit, 1996; Xing et al., 1997).

Le 14-3-3 interagiscono anche con altri elemeniiedaa delle MAPK. In
particolare mediante il sistema del doppio ibridoidoforme 14-3-% e (
sono state identificate come interattori delle @rd chinasi MEKK1,
MEKK2 e MEKK3, ma non della MEKK4 (Mitogen-activatéxtracellular
signal-regulted protein Kinase Kinase). L'interamo avviene con la
porzione N-terminale delle chinasi ma non compaieuna alterazione
dellattivitd enzimatica assegnando quindi alle 3t3- un ruolo
organizzativo, forse mediando linterazione tra edse proteine per
organizzare grandi complessi di trasduzione dehaleg(Fanger et al.,
1998).

Le 14-3-3 sono in grado di legare anche gli eleim@tta monte nella via di
trasduzione del segnale: i recettori. In partiewlag@ stata descritta
l'interazione della 14-383 con il recettore adrenergico, (a>-AR), un
recettore transmembrana che lega sia adrenalinaaiaelrenalina e media
la risposta contrattile.

b) la regolazione del ciclo cellularédl controllo del ciclo cellulare, processo
fondamentale per la vita di tutti gli organismigsplica attraverso dei “punti
di sorveglianza” o “checkpoint”. Le proteine 14-3smbrano essere
coinvolte nella transizione tra l'interfase e lssdaM (mitotica). Questo

processo é sotto il controllo della proteina fas$aCdc25 la quale € in grado
di attivare nel nucleo la proteina chinasi ciclirdiendente, Cdc2. Peng e
collaboratori hanno dimostrato che la fosforilazafella Ser-216 di Cdc25
crea un sito di legame per le 14-3-3 con la conseguassociazione delle
due proteine; mutanti S216A perdono la capacitatdragire con le 14-3-3

(Peng et al., 1997). Questinterazione & statartagd anche per altri

organismi comeX. laeviso il lievito S. pombgKumagai et al., 1998,; Zeng
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et al., 1998). Le 14-3-3 si sono dimostrate inalrgrado di interagire con
le proteina chinasi Chkl e Weel. Chk1l é resporesdeila fosforilazione di
Cdc25 sulla Ser-216 (Sanchez et al., 1997). NeitdieS. pombgentrambe
le isoforme di 14-3-3, Rad24 e Rad25, legano Chietepenzialmente nella
forma fosforilata che si genera in risposta a skgiv@anno al DNA (Chen
et al.,, 1999). Weel ¢ invece responsabile dell stafosforilazione di
Cdc2 e sia in topo che K. laevisé stata dimostrata I'interazione della
regione carbossi-terminale di Weel con le 14-3-H&n(da et al., 1997; Lee
et al., 2001). Seimiya (2000) e collaboratori haanche dimostrato che le
14-3-3 sono in grado di interagire con la subupitéteica della telomerasi
umana (hTERT) un enzima chiave per la correttagagbne dell’estremita
dei cromosomi eucariotici. Secondo gli autori qaegtterazione non
dipende da fosforilazione ma coinvolge una regiadeelica anfipatica con
un caratteristico raggruppamento di serine e treomella porzione C-
terminale di hTERT.

c¢) 'apoptosi. Tale processo richiede una complessa regolazioagistlta
incentrata sulla famiglia di proteine Bcl-2 comptente sia fattori pro-
apoptotici (Bcl-xs, BAD, Bak e Bax) che anti-apdjtb(Bcl-2, MCL-1 e
Bcl-xl). In particolare Bad, mediante il dominio BHé in grado di
promuovere la morte cellulare legando e inibenattiVita antiapoptotica
delle proteine Bcl-2 e Bcl-xl (Zha et al., 1997eIN996 Zha e collaboratori
trovarono che le 14-3-3 erano in grado di inteeagion BAD in modo
dipendente da fosforilazione e tale interaziondgwer all'inattivazione del
fattore apoptotico (Zha et al., 1996). Il legamdledd4-3-3 alla proteina
BAD comporta il sequestro di quest’ultima nel cib® cid ne impedisce la
dimerizzazione con Bcl-2 e Bcl-xl le quali sonmeol volta localizzate sulla
membrana mitocondriale (Zha et al., 1996).

Allo stesso modo di BAD, le 14-3-3 sono in gradseéduestrare nel citosol
il fattore di trascrizione FKHRL1, coinvolto nelttavazione di geni
apoptotici, in seguito alla fosforilazione di questa parte della proteina
chinasi Aktl (Brunet et al., 1999). Anche la proteichinasi ASK1
(Apoptosis-Signal Regulated Kinase 1), che & unpmvante della via di
trasduzione degli stimoli apoptotici, & in gradoseguito a fosforilazione, di
interagire con le 14-3-3 (Zhang et al., 1999).
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1.5 Ruoli funzionali delle proteine 14-3-3 nelle dale
vegetali

Tra le funzioni meglio studiate delle 14-3-3 ngbiante vi € certamente la
regolazione degli enzimi chiave del metabolismangario, in particolare la
nitrato reduttasi (NR), la saccarosio fosfato ShtgEPS) e la glutamina
sintasi (GS), la regolazione di fattori di trasmie, la regolazione del
“traffico” intracellulare delle proteine e non uftd la regolazione dei flussi
ionici (figura 1.3). Le piante assumono nitratol'daterno attraverso le
cellule epidermiche e corticali della radice metkamn processo guidato da
un gradiente protonico generato daffFATPasi. Nel citosol il nitrato &
ridotto a nitrito da parte della nitrato reduttslgiDH-dipendente (Campbell,
1996). Il nitrito viene poi traslocato nei plastdiella foglia o della radice
ove é ridotto ad ammonio da parte di una nitritdutesi. La nitrato
reduttasi € un omodimero di 100 KDa ed ogni sulugitcostituita da tre
domini: uno lega la monopterina, il secondo legeitdcromo b5 ed il terzo
la flavina. | domini sono collegati tra loro daauregione cardine importante
nella regolazione dell’enzima stesso. (Hoff et 41992). L'espressione
dell’enzima risulta influenzato da numerosi fattqgmincipalmente nitrato e
luce. Inoltre l'attivita della NR e controllata avéllo post-traduzionale da
una fosforilazione rapida e reversibile in condizidi buio, ridotta CQ,
stress osmotici o variazioni di pH (Huber et a@92). L'inattivazione della
nitrato reduttasi avviene in due fasi. Nella prifase la NR viene fosforilata
nella regione spaziatrice | a livello di una ser{8&r534 pe/A. thalianao
Ser543 per spinacio) che risulta all'interno disito canonico di legame alle
14-3-3 (Bachmann et al., 1996a). Tale fosforilagioon & pero sufficiente
ad inibire [lattivitd enzimatica. Nella seconda dasl processo di
inattivazione viene completato in seguito al legamde’ -dipendente, di
NIP (NR Inhibitory Protein) alla pNR, alterando tda conformazione
del’'enzima e bloccando il flusso di elettroni (pas et al., 1995;
Bachmann et al., 1996b; Su et al., 1996). NIP ta stentificata come un
membro della famiglia delle 14-3-3 (Bachmann efl@8B6c, Moorhead et al.
1996), anche se non €& stato ancora chiarito seiaviusa specificita
dell'isoforma. Esperimentin vitro hanno perd dimostrato che la forma
fosforilata della NR puo essere inibita dall'isof@ GF14 di A. thaliana
(Bachmann et al., 1996c). Tre protein chinasi raspbili della
fosforilazione della Ser-543 sono state isolatspimacio, PKI, PKII e PKIII
(Douglas et al., 1997). PKII si & rivelata essara chinasi Cd dipendente,
una CDPK (Calmodulin-like Domain Protein Kinasepaaevata omologia
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con la CDPK6 diA. thaliana (Douglas et al., 1998), mentre PKIIl si e
dimostrata una chinasi correlata a SNF-1, SnRK asuet al., 1995).
Ikeda e collaboratori hanno clonato una SnRK dngyaVPK4, in grado di
fosforilare la NR e di promuovere il legame cormpleteine 14-3-3 (lkeda et
al., 2000). Nel medesimo lavoro gli autori dimostranediante esperimenti
di doppio ibrido che WPK4, in seguito ad autofodéaione del dominio C-
terminale, & essa stessa in grado di legare dueenisoforme di 14-3-3
(TaWIN1 e 2), ma tale legame non altera I'attivitgtalitica dell’enzima.
Camoni et al. hanno anche dimostratovitro l'interazione di CDK1 diA.
thaliana una CDPK, con le proteine 14-3-3. Il legame stambattivita
chinasica e tale effetto € maggiore in presenzdistébrma GF14-6
(Camoni et al., 1998b).

Anche la forma citosolica della glutamina sintaSB] é risultata essere un
bersaglio per le 14-3-3 (Moorhead et al., 1999n&mann, 2000). Questa
isoforma € coinvolta nella mobilizazzione dell’azonelle foglie in
senecenza. L'enzima risulta regolato a livello drizéonale da fattori
ambientali quali luce, stress e disponibilita di@zd.a transizione tra luce e
buio promuove la fosforilazione della GS ed il casente legame delle
proteine 14-3-3, seguito dall'attivazione dell’ama. Al buio I'attivazione
della GS contrasta con l'inattivazione della NRuesfa situazione risulta
dipendente dal rapporto ATP/AMP.
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Figura 1.3 Le proteine 14-3-3 nella cellula vegetale (da AducciP. et al..2002)
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Nelle foglie giovani il rapporto ATP/AMP ¢ a favodel’AMP in quanto
'ATP é richiesto per i processi biosintetici e rgéelamente, il livello di
fosforilazione sia della GS che della NR & basso wooa conseguente
attivazione della NR e la disattivazione della Gi8/ece nelle foglie in
senescenza la fotosintesi decresce ed il rappdrRIAMP cresce assieme al
livello di fosforilazione dei due enzimi. Questovémte la situazione
portando all’attivazione della GS (Finneman J.|e2800).

Il metabolismo del carbonio & un altro processoabmaico regolato dalle
14-3-3. Il carbonio fissato dalla fotosintesi viesvertito in saccarosio per
poi essere esportato o conservato come amido, lasiid). Molti enzimi
controllano la sintesi del saccarosio. La saccaffusifato sintasi (SPS) é
una proteina composta da un dimero di circa 120 kba catalizza la
formazione del saccarosio-6-fosfato dal fruttosim$€fato e dall UDP-
glucosio. Diverse evidenze dimostrano che la remote della SPS sia
dipendente dalla fosforilazione di piu residui éiisa. (Huber et al., 1996).
La fosforilazione della serina 158 della SPS dnapio sembra inattivare
I'enzima in risposta alla variazione luce/buio, tmera fosforilazione della
serina 424 sembra attivare I'enzima in rispostdare@ss osmotici; infine la
fosforilazione della serina 229 sembra essere otimwel legame con le 14-
3-3 che determina l'inattivazione dell'enzima (Teeo e Huber, 1997;
Toroser et al., 1999).

Nell’ambito delle funzioni riscontrate solo nelleapte, si € osservata, sia in
Arabidopsis che in mais, l'associazione delle 13-3on il fattore
trascrizionale GBF (G-box binding factor). Questiab si lega a sequenze
specifiche, le cosiddette G-box, proprie di numem®motori inducibili.
Utilizzando anticorpi monoclonali diretti controabmplesso di trascrizione
e stato possibile isolare e clonare numerose iswfodi A.Thalianae di
mais che sono state denominate GF14 (G-box Factor-34@molog) (de
Vetten et al., 1992; Lu et al., 1992, 1994c). F&£8l96) ha proposto che, dal
momento che GBF & noto per essere fosforilato ehgola fosforilazione
aumenta il legame al DNA (Klimczack et al., 1992)terazione tra GBF e
le 14-3-3 sia parte di un meccanismo di attivaziale® complesso di
trascrizione mediato da chinasi.

Di recente é stata anche osservata l'interaziotie @l4-3-3 con i fattori di
trascrizione VIVIPAROUS 1 (VP1) e con il fattore Hyinding protein 1
(EmBP1) coinvolti nell’espressione del gene deltlac abscissico degli
embrioni (Schultz et al., 1998). Il fattore EmBptntene un dominio
“leucine zipper”. L’'associazione con tale dominiendra essere una
caratteristica conservata per le 14-3-3. L’isofoi@fal4y, di Arabidopsise
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lisoforma GF14-12 di Znays interagiscono con un dominio bZIP
localizzato a monte del dominio PHD (Plant Homearlam) caratterizzante
una classe di proteine contenenti omeodomini (Hhlled al., 2000)

La reale funzione delle 14-3-3 nel complesso didriaione non & ancora
stata del tutto chiarita: esse non legano direttdénd DNA ma €& stato
ipotizzato che agiscano da mediatori nell'intenagiara fattori diversi
favorendo I'assemblaggio del complesso di trasmezi(Lu et al., 1992). Di
recente, e stato proposto che le proteine 14-3-8sgmw regolare la
trascrizione genica controllando la localizzaziomeacellulare di fattori di
trascrizione. RSG (Repression of Shoot Growth)attivatore trascrizionale
bZip coinvolto nella regolazione della sintesi dajibberelline, & localizzato
sia all'interno che all'esterno del nucleo. Il imgacon le 14-3-3 ne regola
negativamente l'attivita trattenendolo nel citopias(lgarashi et al., 2001);
meccanismo analogo a quello proposto nella regmiazidella protein
fosfatasi Cdc25 in cellule animali (Kumagai et 4098).

Un’altra caratteristica, attribuita recentemente d44-3-3, sembra essere |l
loro coinvolgimento nell'importazione delle proteimel cloroplasto e nel
mitocondrio. May e Soll (2000) hanno evidenziatesistenza di un sito
fosforilato e riconosciuto dalle 14-3-3, a montdladsequenza segnale di
proteine dirette al cloroplasto e al mitocondricor@endentemente di
recente é stata anche evidenziata la presenza3i31del cloroplasto e nel
mitocondrio, malgrado I'apparente assenza di afagmale di trasporto. Nel
mitocondrio, in particolare, le 14-3-3 sono stageantrate nella matrice e
associate alla superficie interna delle membranerrie (Bunney et al.,
2001). Inoltre, le 14-3-3 sono coinvolte nella regmne della b
ATPsintasi presente negli organelli appena ciatinhey et al., 2001). La
14-3-3 si lega all’enzima, inibendolo, secondo uacoanismo dipendente
dalla fosforilazione.

Le proteine 14-3-3 vegetali sembrano avere un runfmrtante anche nei
processi di adattamento della pianta agli stredsientali. In diversi casi e
stato osservato infatti un incremento dell'espaesidelle 14-3-3 in risposta
a stimoli esterni. Jarillo et al., (1994) hanno dstnato che in condizioni di
bassa temperatura si ha I'induzione dell’espressdirdue geni codificanti
le 14-3-3 in fusto, foglie e fiori dhrabidopsis

Anche l'ipossia stimola la sintesi di proteine 183 in mais é stato
verificato provocare I'aumento dell’isoforma GF12-{de Vetten e Ferl,
1995). Un comportamento differente si ha in segait@dattamento alle
condizioni di stress salino; la salinita sembraolag negativamente
'espressione delle 14-3-3, come dimostra la dimione dei livelli di
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MRNA trascritto in cellule di tabacco pretrattatencNaCl (Chen et al.,
1994).

Le proteine 14-3-3 sembrano coinvolte anche in @eisomi di difesa della
pianta da patogeni; mediante analisi di Northeattiplg, alcuni autori hanno
osservato il forte incremento dell’'espressione wigene delle 14-3-3 in
foglie di orzo trattatén vivo con un fungo patogeno. Il reale ruolo delle 14-
3-3 in tal caso non & ancora noto; e stato propck® intervengano
modulando l'attivita di protein chinasi (Aitkenadt, 1992).

Come osservato gia per le cellule animali, le 13s30lgono la loro attivita
anche a livello della membrana plasmatica. Stugtireffisiologici mediante
esperimenti di patch-clamp in piante di tabacco stvraesprimevano due
isoforme di 14-3-3 di fava, vfl433a e vf1433b, hanevidenziato un
aumento della corrente in uscita di',Ksuggerendo indirettamente un
coinvolgimento delle 14-3-3 nel mediare l'attivazsodei canali del potassio
voltaggio dipendenti (Saalbach et al., 1997). Ankhggiunta di 14-3-3 di
pomodoro a protoplasti di pomodoro comporta un aumdella corrente in
uscita di K (Booij et al., 1999).

L'interazione meglio studiata pero tra 14-3-3 etpirte della membrana
plasmatica & certamente quella con" AT Pasi.
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1.6 Le H-ATPasi di membrana plasmatica (PM):
struttura e funzioni

Tra le ATPasi di tipo P, 'HATPasi di membrana plasmatica riveste un
ruolo di primaria importanza nella nutrizione elaetrescita delle piante
(Serrano, 1989; Palmgren, 1998). Con la sua bagilpacita di estrudere
protoni (Fig. 1.4) essa € in grado di generare atenziale elettrico ed un
gradiente di pH attraverso la membrana plasmatecaprio questo € il
meccanismo con cui vengono mantenuti da un latorivéi pH compatibili
con le attivita enzimatiche cellulari, e dall'altnen gradiente elettrochimico
costituente la forza guida per le attivita dellmgipali proteine di trasporto.

ADP + Pi —p ATP

e,
T

pa s
| ;ija‘#

Figura. 1.4 Rappresentazione dell’H+-ATPasi.

Le H-ATPasi sono state identificate sia a livello genohe biochimico in
alghe, funghi e piante e mostrano tra loro un'dlevamologia, che ha
permesso di identificare diversi motivi altamentengevati (Axelsen e
Palmgren, 1998). Sono proteine integrali di meméraion un peso
molecolare stimato di circa 100 kDa. Studi di prezhe della struttura
secondaria e diagrammi di idropatia hanno suggerii® struttura comune
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con due pricipale domini idrofilici e dieci segmetransmembrana (figura
1.6). L'immagine cristallografica, ad una risoluzéodi 8 A, della PM

ATPasi del fungdN. crassaha confermato la presenza di queste dieci regioni
(M1-M10) le quali risultano connesse da una poriaitoplamatica, che

rappresenta la maggior parte dell'enzima, e dapiceola estensione sulla
faccia extracellulare (Auer et al., 1998).
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Figura 1.5 Rappresentazione della struttura dedotta della
PM H*-ATPasi vegetale (da Palmgren, 1998).

Il ciclo catalitico proposto per la PMHATPasi si basa su modelli ottenuti
su enzimi animali. Lo schema generale prevede distintil stati
conformazionali dell’enzima definiti E1 ed E2. Leaued conformazioni
avrebbero una differente affinitd per il catione deasportare e
presenterebbero una diversa reattivita nel sitegiime all’ATP, il quale
puo essere fosforilato dal fosfayodel’ATP nello stato E1 o dal Pi nello
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stato E2 (MacLennan et al., 1997). Sia per lieglte per le piante sono stati
evidenziati degli intermedi fosforilati della PM*tATPasi (Amory et al.,
1980; Vara e Serrano, 1983). In generale I'ATP{osfatrma di Mg-ATP, ed

il protone legano la forma E1, si forma un interioefbsforilato ad alta
energia e I’ADP viene rilasciato. A questo puntocambio conformazionale
converte la forma E1 in E2 con il rilascio del e all’esterno. Infine il Pi
viene rilasciato e I'enzima resta nello stato Epaksaggio limitante sarebbe
proprio il ritorno da E2 ad E1, in quanto I'ortoeatato, che mima il Pi, € in
grado di bloccare I'enzima nella forma E2 (Briskiral., 1992).

L’'energia generata dalla’HATPasi viene utilizzata per 'assunzione ed il
flusso di ioni e metaboliti attraverso la membrafesmatica. A livello della
radice, nutrienti essenziali, come il nitrato eddlfato, sono trasportati nella
cellula contro un gradiente elettrochimico mediah#ecoppiamento del
flusso di H con simporti anionici (Tsay et al., 1993; Huangakt 1996;
Smith et al., 1995).

Il saccarosio, principale prodotto della fotosihtegve essere trasportato, a
livello della foglia, al floema e ridistribuito aitta la pianta. Il saccarosio
viene quindi “caricato” negli elementi cribrosi. Leoncentrazione di
zucchero negli elementi cribrosi & maggiore rigpette altre cellule ed il
trasporto avviene quindi contro un gradiente dicemtrazione. L’attiva
estrusione, e quindi 'accumulo di protoni nell'@testo, da parte dell’H
ATPasi delle cellule compagne e degli elementirosh genera la forza
proton motrice utilizzata da un simportd/shccarosio (Sander e Slyman,
1989).

La H'-ATPasi & coinvolta anche nella regolazione deydte cellulare.
Questo e necessario per la crescita cellulareraklotazione nel floema,
'apertura degli stomi, come pure per i movimenibrdli e fogliari.
L'apertura e la chiusura degli stomi fogliari dipendalle cellule di guardia.
In queste, I'attivita della pompa protonica portéiperpolarizzazione della
membrana plasmatica e alla conseguente entratd, ahédiante I'apertura
dei canali di rettificazione e di simporti anionmer l'influsso di Cl. Come
conseguenza si ha anche la produzione di acidocopadion funzione di
contro-ione. L’'aumento della concentrazione di 8alella cellula richiama
acqua che determina il rigonfiamento della celldiaguardia e I'apertura
dello stoma (Schulz-Lessdorf et al., 1994).

Nella risposta a stress salini si &€ osservato rgttdicoinvolgimento dell’F
ATPasi. Il sodio e altamente tossico per i vegetdi € in grado,
rimpiazzando I'H, di entrare nella cellula mediante un cotrasporéat
H*/K". Per eliminare il N3 la pianta marinZostera marinaesprime ad alti
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livelli, sulle membrane plasmatiche delle cellulelldpidermide fogliare,
una PM H-ATPasi (ZHA1) la quale agisce in concerto con umip®rto
H*/Na’ (Fukuhara et al., 1996).

Come diretta conseguenza dell'attivita della pompatonica vi € la
regolazione del pH intracellulare. L'alcalinizzazéodel citosol, che risulta
dallincremento dell'attivita dell FFATPasi, influenza lattivita di molte
proteine. Ad esempio & stato osservato come, Vaniadel pH citosolico,
sono alla base dell'interruzione della dormienza skmi (Espen et al.,
1995). Nei funghi e nelle cellule animali, I'ala@izazione sembra essere
richiesta per l'inizio della sintesi del DNA e pardivisione cellulare (Busa
et al.,, 1982). Di contro, I'acidificazione del cta e/o I'alcalinizzazione
dello spazio extracellulare prendono parte allposse di difesa della pianta
indotte da elicitori prodotti da organismi patogéRelix e Boller, 1995;
Granado et al.,, 1995). Inoltre eventi che portati@cadificazione del
citoplasma, risultano associati alla produzionemditaboliti secondari ad
altre risposte di difesa.

Le variazioni del pH sembrano essere direttamergpansabili dei processi
di crescita per distensione nelle piante, secondklla) che viene definita
“teoria della crescita acida” (Rayle e Cleland, @@71a crescita cellulare
inizia con il “rilassamento” della parete, segudal’aumento di volume
della cellula sotto la pressione di turgore edniaficon la sintesi e la
compattazione di nuova parete. Il rilassamento adglbrete richiede
acidificazione dell’apoplasto a valori di pH tr& 3% 4. Il pH acido attiva le
espansine (McQueen-Mason et al., 1992), una faandilproteine in grado
di indurre I'estenione della parete in condizioniadidita, interferendo con
la formazione di legami H tra le microfibrille dekulosa (Cosgrove, 1993).
Infine & stato proposto un ruolo delffATPasi anche nello stabilire la
polarita cellulare e nella crescita unidireziondke tubo pollinico, delle
radici e dei germogli (Palmgren, 1998). Un ruolst&to indicato da Stenz e
collaboratori per la risposta gravitropica dellgicg in quanto la pompa
protonica risulta abbondantemente espressa nédlilgdecdella cuffia radicale
(Stenz et al., 1993).

Le importanti funzioni svolte dall’ HATPasi di membrana plasmatica in
numerosi processi fisiologici, suggeriscono chdtiVaa dell’enzima sia
strettamente regolata sia trascrizionalmente cre-tpamduzionalmente. E’
noto, infatti, che fattori come luce, stress idrioamoni, metaboliti prodotti
da patogeni, hanno come bersaglio proprio&TPasi. In particolare, la
luce blu induce l'apertura degli stomi stimolandoplompa protonica delle
cellule di guardia (Serrano,1988); ma anche coadizdi stress salino
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incrementano in molte, anche se non in tutte latpjda quantita di mMRNA
del’H*-ATPasi (Niu et al., 1995; Roldan et al., 1991).

Nelle piante anche la concentrazione di sale semdgalare I'espressione
del’H*-ATPasi. Piante tolleranti a piu elevate concembrsiz di sale,
mostrano un livello di espressione superiore rispatle controparti non
tolleranti (Roldan et al., 1991).

L’auxina (acido 3-indolacetico) € un ormone vegetainvolto in numerosi
processi fisiologici, tra i quali I'accrescimenterpallungamento di giovani
germogli e coleoptili e I'estrusione protonica (Kchera, 1994). Non e
chiaro pero se l'effetto sia dovuto all’attivaziodeetta dell’ H-ATPasi o
ad un aumento dei livelli di espressione genicacuAl autori hanno
evidenziato come tessuti che rispondono allauxinan mostrano
incremento di F-ATPasi (Cho e Hong, 1995). Altri invece (Hageragt
1991) avevano trovato un aumento di circa I'80%1tHATPasi in coleottili
di mais, in seguito a trattamento con auxina. Cbarno fatto notare Frias
et al. (1996), essa € in grado di aumentare I'sspyee del solo gene MHA2
di mais nei soli coleottili; tale effetto si veréi esclusivamente al livello del
floema, ed é rilevabile analizzando esclusivaménéssuto vascolare.
Maggior peso pero, nel regolare I'attivita dell&ATPasi, hanno tutta una
serie di alterazioni a livello post-traduzionli cb@involgono direttamente la
regione carbossi terminale (C-terminale) dell’eraim

1.7 1l dominio autoinibitorio carbossi-terminale

Sia nei funghi che nelle piante, numerosi studineamesso in risalto come
la porzione citoplasmatica carbossi terminale delleATPasi agisca come
un dominio autoinibitorio. Le prime evidenze vermeta studi condotti
sull'effetto del glucosio sull'attivita della HATPasi del lievito S.
cerevisiae Quando le cellule di lievito venivano incubate gresenza di
glucosio, si osservava una rapida acidificazione ndezzo extracellulare
(Serrano, 1983) ed un’iniziale alcalinizzazione ahezzo intracellulare. La
H*-ATPasi presente in preparazioni di membrana otéeila cellule pre-
incubate con glucosio presentava una riduzionead€ll per I'ATP, un
aumento della ¥« € lo spostamento del pH ottimale verso valorigdaalini
ed un’aumentata sensibilita al vanadato (Portillale 1989). L'espressione
di una H-ATPasi priva degli ultimi 11 aminoacidi (Glu908-SP), aveva
come effetto un’analoga attivazione dell'enzimalena cellule deprivate
del glucosio. Specifici residui presenti in questgione, e che influenzano
l'attivita della pompa protonica, sono stati indivati in lievito. Questi
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residui caratterizzano due siti regolatori: unaeérdto dai residui Arg-909 e
Thr-912, che determinano le variazione dellg,\fn seguito ad attivazione
dell'enzima, l'altro € individuato dalla Ser-899 damlla Glu-901 ed é
necessario per le variazioni dj,KPortillo et al., 1991; Portillo et al., 1991).
Analogamente, nelle piante un coinvolgimento deiithio C-terminale
nellinibizione dell'attivita enzimatica € stato ggerito sulla base di
numerosi risultati ottenuti sia per via biochimiche mediante approcci
genetici. La rimozione, selettiva e controllata, dmete trattamento con
tripsina, di un frammento di 7-10 kDa dell'estreani-terminale della H
ATPasi di pianta, aveva come risultato un'aumentdtalisi di ATP ed
estrusione protonica (Palmgren et al.,, 1990 e 198ilpveva inoltre uno
spostamento del pH ottimale da 6.5 a 7 ed un aumdefl'affinita
dell’enzima per 'ATP (Rasi-Caldogno et al., 1998hansson et al., 1993;
Lanfermeijer e Prins, 1994). Un analogo risultate sttenuto esprimendo in
lievito mutanti per il gene dell'isoforma AHA2 &. thaliang deleti per la
sequenza nucleotidica codificante gli ultimi 66, P2 o 96 aminoacidi.
Diversamente, mutanti di delezioni per gli ulting, 1 o 61 aminoacidi non
erano sufficienti a produrre un enzima attivatolrfigmen e Christensen,
1993; Regenberg e al., 1995). Studi successivihammostrato come non
fossero necessarie grandi delezioni per attivaenzima, ma erano
sufficienti mutazioni puntiformi. Le HATPasi di pianta, espresse in lievito,
sono in grado di sostituire parzialmente I'enzimedageno PMALl. Ma
guando le cellule di lievito, contenenti I'enzimapianta, vengono lasciate
crescere per lunghi periodi, in condizioni in conrviene espressa I'ATPasi
endogena, compaiono delle mutazioni nel gene viegata grado di
supportare la crescita del lievito (Baunsgaard.etl896; Morsomme et al.,
1996). In tal modo sono state individuate mutazianicarico di 19
aminoacidi nella regione C-terminale dell'isoformBMA2 di N.
plumbaginifolia (Morsomme et al., 1998,2000) e di uno per AHA1AdI
thaliana (Baunsgaard et al., 1996) in grado di attivaredima. Questi
mutanti mostravano una cinetica simile a quelliemdti per delezione,
enzimatica o genetica, delllFATPasi. Per PMA2 l'analisi della distribuione
delle mutazioni ha messo in evidenza un loro rggggmento in due regioni
(Ala-852-Lys-871 e Arg-879-Val-895) concentratedprella prima meta del
dominio carbossi terminale (Morsomme P. et al. 8099

Una sistematica sostituzione in alanina degli ul8m residui dell'isoforma
AHA2 di A. thaliang e I'espressione di questi mutantiS$n cerevisiae ha
evidenziato 5 residui in grado di promuovere lescita del lievito a pH 4, e
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tre di queste mutazioni coincidevano con altrettant PMA2 di tabacco
(Axelsen et al., 1999).

Come il dominio autoinibitorio agisca nel regol#iattivita enzimatica non e
ancora chiaro. Due linee di evidenza suggeriscbreaeesto interagisca con
il sito attivo dell'enzima. Nel lievito, mutaziora livello del presunto sito di
legame all’ATP sono in grado di sopprimere mutaizatei C-terminale che
aboliscono l'attivazione dell’ATPasi (Portillo el.,a1991). Nelle piante,
'uso di un peptide di 32 aminoacidi, riproducel#eegione C-terminale di
AHA2 di A. thaliana (Ala861-GIn888), inibiva I'ATPasi, attivata per
trattamento con tripsina (Palmgren et al., 1991} risultati suggeriscono
un modello in cui, il dominio C-terminale interaggs direttamento o
indirettamente, con il dominio di legame all’ATRmitando l'accesso al
nucleotide, e con la regione che forma il canaletgmico, bloccando il
passaggio dell’H (Portillo et al. 1989). Questo modello risulta &&ma
quello proposto per la GaATPasi di membrana plasmatica umana,
hPMCA4, in cui la regione C-terminale intergisce dosito attivo (Carafoli,
1992). Basandosi su questo modello e sui dati rmgetali, € lecito
ipotizzare che eventi fisiologici, in grado di a#tie la H-ATPasi, debbano
coinvolgere il dominio C-terminale ed eventualmemisultare in una
modificazione conformazionale che allontani talendoo dal sito catalitico.
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1.8 Fusicoccina, proteine 14-3-3 e regolazione pest
traduzionale dell’H -ATPasi

In quest’ottica risultano di particolare importanzgi esperimenti di
attivazione della HATPasi per mezzo della fitotossina fusicoccina Y(FC
prodotta dal fungd-usicoccum amygdalipatogeno delle piante del genere
Prunus,come mandorlo e pesco. L'infezione del fungo ir@agizzimento
delle foglie e la comparsa di zone necrotiche.i$pasta all'infezione la
pianta crea, nella zona colpita, delle barrieresdghero per arrestare
I'invasione del fungo, ma segni dell'infezione sisgsono osservare anche in
zone lontane dal punto di penetrazione del patogadiwando come i
responsabili dei sintomi siano dei metaboliti s&tash Nel 1964 Ballio e
collaboratori isolarono la FC e fu cosi possibiktedminarne la struttura
(Ballio et al., 1964 e 1968). La FC é un glucogiden diterpene triciclico,
con un peso molecolare di 680 Da ed una formulazgr&zsHsc0,, (fig.
1.6).

La tossina ha un ruolo diretto nell'infezione eritiova in grande quantita
nelle zone infettate (Pini et al., 1979; Ballio at, 1980) ed e la diretta
responsabile della sintomatologia (Aducci et ab83). L'effetto della
fusicoccina sembra mimare [l'attivita di alcuni ommceed e in grado di
esercitare il suo effetto, non solo sulle speclegdaerePrunus ma anche su
tutte le piante fino ad ora testate. | principaffeti della FC sono
linduzione dell’estrusione protonica, l'assunziondi potassio e
l'iperpolarizzazione del potenziale elettrico dimieana (Marre et al., 1974a
e 1974b). Sulla base di questi fenomeni Marré pepoel 1979 che la
fusicoccina fosse coinvolta nell’attivazione defla-ATPasi (Marre, 1979).
La prima prova a sostegno di questa ipotesi vemnesperimentan vitro
utilizzando microsomi di ravanello (Rasi-Caldognoak, 1985 e 1986).
L'aggiunta di FC ai microsomi era in grado di stlare I'idrolisi dell’ATP,

la traslocazione protonica e l'iperpolarizzaziomé gbtenziale di membrana.
Lo stimolo da FC risulta rapido, entro il primo min, ed & saturabile a
concentrazioni pari a 1910° M (De Michelis et al., 1991). Maggiori
informazioni, sugli effetti indotti dalla FC, sorstate ottenute mediante lo
studio di membrane plasmatiche preparate da piastatein vivo con la
tossina (Schulz et al., 1990): membrane plasmatiih@antine di avena,
mostravano un aumento della,¥ di idrolisi dellATP ma nessuna
alterazione della K (Lanfermeijer e Prins, 1994), mentre vescicole di
plasmalemma di ravanello o foglie di spinacio nmes&no anche una
diminuzione della K per I'ATP (Johansson et al., 1993). L'aggiunt& @i a

26



membrane plasmatiche trattate con tripsina nonrm@ta un’ulteriore
attivazione dell’enzima (Johansson et al., 1993j®Raldogno et al., 1993).

— CH,

Figura 1.6 Struttura dalla fitotossina
fusicoccina (FC). La FC & un glucoside di
un diterpene triciclico.

L’interazione della FC con un recettore di membregrane dimostrata per al
prima volta nella frazione microsomale di coleottil mais (Dohrmann et
al., 1977), ed in seguito in tessuti e in pianteedie (Aducci et al., 1980;
Aducci et al., 1993; de Boer et al., 1989; De Mihet al., 1989). Agli inizi
degli anni '90, grazie a metodiche cromatografidhersi gruppi partendo
da membrane plasmatiche o microsomi solubilizzatiparati da diverse
piante trattatein vivo con FC, hanno ottenuto frazioni arricchite in due
proteine con peso molecolare attorno ai 30 kDa Hder et al., 1989;
Korthout et al., 1994; Oeking e Weiler, 1991; Aduecal., 1993; Marra et
al 1994). Il sequenziamento di queste proteine ivalato la loro
appartenenza alla famiglia delle proteine 14-3-3arfld et al., 1994;
Korthout e De Boer, 1994; Oeking et al., 1994).

Diversi gruppi hanno dimostrato l'interazione diaetfigura 1.7) delle 14-3-
3 col I'H*-ATPasi (Jahn et al., 1997; Oeking et al., 1997$ta'§io verificato
che la H-ATPasi copurifica con le proteine 14-3-3 in unanfa attiva.
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Mediante elettroforesi bidimensionale & stato molbsservato che, se
purificate da tessuti trattain vivo con FC, le due proteine risultano
strettamente associate e che la rimozione pratzolitel dominio C-
terminale della pompa protonica abolisce completdengale interazione
(Jahn et al., 1997; Oeking et al., 1997). Medidinsaggio di doppio ibrido
in lievito, si & osservata I'associazione delle3t3-con il solo dominio C-
terminale isolato della HATPasi, anche in assenza di FC (Jahn et al., 1997)
L'interazione diretta tra 14-3-3 e il dominio Cit@nale é stata dimostrata
anchein vitro, con esperimenti di overlay, utlizzando il donainiC-
terminale dell'isoforma di ATPasi di mais MHA2 espso inE. coli come
proteina di fusione alla GST.

EXTRACELLULAR
FLUID

Figura 1.7 Rappresentazione schematica dell’interazione delle 14-3-

3 con lapompa protonica H*-ATPasi.
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In questo caso linterazione si osservava solorasgnza della fitotossina
(Fullone et al.,, 1998). Esperimenti di espressieterologa del cDNA
codificante per I'isoforma 14-3-3 di mais GF14-& B E. coliche in lievito
hanno dimostrato che la 14-3-3 da sola non € idgydalegare la fitotossina
(Fullone et al., 1995; Visconti et al., 1996).

Studi di espressione dell'isoforma AHA2 @i thalianain S. cerevisiae
hanno evidenziato come si crei il recettore pétdasolo se viene espressa la
H*-ATPasi vegetale ed il numero di siti di legame [geFC aumenta con
'aggiunta di 14-3-3 esogene. (Baunsgaard et 8881 Al contrario, quando
si aggiungono 14-3-3 a preparazioni di membrankedito in cui non sia
espressa I'ATPasi di pianta, 0 in cui sia presemtanutante della AHA2
deleto degli ultimi 92 aminoacidi carbossi terminabn si riscontra alcuna
attivitd legante. Utilizzando lo stesso sistemaesipressione eterologa e
mutanti di delezione dellHATPasi & stato mappato, nel dominio C-
terminale il sito minimo di interazione con le mote 14-3-3 (Fulsgang et
al., 1999). Tale sequenza € costituita dagli ultimiaminoacidi Y347V per

la AHA2 di A. thaliana Questa sequenza differisce profondamente dai
motivi canonoci di legame alle 14-3-3 (tipo RSXp3Xmoltre richiede per

il legame tra le 14-3-3 e la'HATPasi & richiesta la fosforilazione della
penultima treonina.

Fig.1.8 Pannello A: rappresentazione schematica dell’interazione,
delle 14-3-3 con IP"H+-ATPasi, dipendente da fosferilazione e
dalla presenza di Mg2+. Pannello B rappresentazione schematica
della stessa interazione dipendente dalla fusicoccina e dal Mg2+,
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Un peptide, riproducente gli ultimi 16 aminoaciéi €-terminale, & in grado
di legare le proteine 14-3-3 solo se fosforilatlastinr-947 (Fulsgang et al.,
1999). Al medesimo risultato sono giunti anche $edéd e collaboratori
(Svennelid et al.,, 1999). Come atteso, la penultitreonina risulta
conservata in tutte le ' HATPasi vegetali fino ad ora caratterizzate, eocett
che nellisoforma di mais MHAL, dove e sostituita dna prolina. A
conferma, e stato osservato che I'isoformaNdiplumbaginifoliaPMA2,
espressa in lievito con una coda di sei istidind-d@erminale, copurifica
con le 14-3-3 di lievito. La pompa protonica cosiificata risulta fosforilata
a livello della penultima treonina (Thr955) e lafasforilazionein vitro
comporta la perdita di interazione con le 14-3fi&he in presenza di FC.
Mutazioni T955A prevengono la complementazione 'délATPasi di
lievito da parte di PMA2 dN. plumbaginifolia(Maudaux et al., 2000).
L'importanza della fosforilazione della penultimadnina emerge anche dal
confronto tra due isoforme di ATPasiNi plumbaginifolia PMA2 e PMA4
(Dambly e Boutry, 2000). Le due isoforme appartergdspettivamente a
due gruppi di PM HATPasi, | e Il, con caratteristiche enzimaticheedse.
Gli autori dimostrano che, quando espresse in tbeviPMA2 e
maggiormente fosforilata sulla penultima treoniispetto a PMA4, e questo
e dovuto alla presenza in PMA2, in posizione —etio alla fosfotreonina,
di un residuo di Serina che in PMA4 e sostituitaudastidina. Mutazioni di
PMA4 H953S portano ad un incremento della fosfeidae, del legame alle
14-3-3 e dell'attivita dell'enzima (Dambly e Bouti3000).

Nel 2003 Wdrtele et al. hanno riportato la stra#turistallografica del
complesso ternario di 14-3-3, fusicoccina e undpsptide rappresentante il
dominio C-terminale del’lHATPasi. E’ stata cosi sottolineata I'importanza
del residuo di valina, presente nel sito di intemag YTV della pompa
protonica, nello stabilizzare il legame con la ¢osicina.

Gia in passato, numerose evidenze avevano sotitdinémportanza dello
stato di fosforilazione del’ATPasi nella sua resgobne. Nel 1998 Camoni e
collabortori hanno parzialmente purificato da meamier di radici di mais
una protein chinasi, con caratteristiche ricondticl una CDPK (calcium-
dependent protein kinase), in grado di fosforilamemodo specifico |l
dominio C-terminale del’H-ATPasi di mais MHA2 (Camoni et al., 1998a).
Camoni e collaboratori hanno dimostrato come, d@ttémento in vivo di
radici di mais con acido okadaico (OA), un inibitdi proteina fosfatasi,
comporti un aumento della quantita di 14-3-3 asgecilla membrana e un
incremento dell’attivita enzimatica. Inoltre gli tat hanno purificato
parzialmente, da radici di mais, una protein fesfadi tipo 2 (PP2A) in
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grado di defosforilarén vitro la H-ATPasi e di inibire l'interazione con le
14-3-3 (Camoni et al., 2000). W fabaé stato dimostrato che, nell’apertura
degli stomi, I'attivazione dell’ HATPasi nelle cellule di guardia indotta da
luce blu e correlato alla fosforilazione del domir€-terminale e ad una
maggiore interazione con le 14-3-3 (Kinoshita en®@tzaki, 1999). Inoltre
sempre in questo sistema, € emersa una speciliciegame tra la pompa
protonica e specifiche isoforme di proteine 14-83particolare le isoforme
vf14-3-3a e vf14-3-3b risultano altamente espresdle cellule di guardia, e
vf14-3-3a mostra un profilo di espressione similguallo della H-ATPasi.
Inoltre, I'analisi del profilo elettroforetico eidlentificazione dei frammenti
di digestione con CNBr (bromuro di cianogeno) hancliaramente
identificato vf14-3-3a come l'isoforma coinvoltaliegame alla HATPasi
di cellule di guardia (Emi et al., 2001).

Oltre alla fosforilazione, altri fattori fisiologicsembrano influenzare |l
legame delle 14-3-3 alla pompa protonica. Come dimto gia per la
nitrato reduttasi (Athwal et al.,, 1998), il 5-AMPRisulta interferire
negativamente con il legame tra la 14-3-3 e TaAMPasi (Camoni et al.,
2001). Infatti, sia l'isoforma GF14di A. thaliana che l'isoforma GF14-6 di
mais, presentano un putativo sito di legame a otidietra I'elica 4 e 5. L’
5'-AMP potrebbe funzionare da secondo messaggeyoasendo variazioni
dello stato energetico della cellula. E infatti mathe, i livelli di questo
nucleotide variano in risposta a vari stress, clamnb come effetto
alterazioni dell’attivita sia della NR che della-ATPasi (Camoni et al.,
2001).

Nella regolazione dell'interazione dell'rATPasi con la proteina 14-3-3,
oltre la fosforilazione della pompa protonica, @avsalto anche lo stato di
fosforilazione della stessa 14-3-3. Giacomettil.ef2904) hanno evidenziato
come la fosforilazione del residuo tirosina 137ll'ideforma GF14-6 di
mais, porti ad una minor affinita della proteina id *-ATPasi.
Recentemente e stato identificato, a livello deBa citosolica che
congiunge l'elica transmembrana 8 e la 9 dellaAMPasi, un secondo sito
putativo di legame alle 14-3-3, RSRSVSF nell'isoforma MHA2 di mais
(Marra et al., 2000). Un fosfopeptide di 15 amindaccontenente la
sequenza e fosforilato sulla Ser-776, € risultatgrado di legarén vitro le
14-3-3 e di inibire il legame e la stimolazioneqdieste sull’H-ATPasi, sia
in presenza che in assenza di FC. Come osservataltpe proteine che
legano le 14-3-3 (vedi Raf-1), la presenza di jitiuds interazione potrebbe
avere un ruolo importante nella regolazione deiVaéd della proteina
bersaglio (Marra et al., 2000).
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1.9 Le poliammine

Le poliammine sono molecole organiche scopertelggrrima volta nel

1678 da Antoni van Leewenhoek nel liquido seminateano. Dapprima
considerate prodotti di decomposizione di compamtjanici oggi e

riconosciuto loro un ruolo cruciale in numerosi iedportanti processi

biologici sia procariotici che eucaristici (Smi991).

Le principali poliammine, Spermina, Spermidina, rBsitina e Cadaverina,
sono piccole ammine alifatiche, cariche positivateea pH fisiologico

(Takeda et al.,1983). E’ proprio questa caratiedstcarica positiva a
determinare i loro principali ruoli.

Putrescina: NHICH,)sNH,

Spermidina: NEKHCH,)sNH(CH,)4sNH,
Spermina: NE{CH,)sNH(CH,),NH(CHy)sNH,
Cadaverina: NHCH,)sNH,

1.10 Struttura e metabolismo delle poliammine

Questi cationi organici sono sintetizzati, in marf@emie fughi, seguendo
un’unica via biosintetica. Dalla decarbossilazioled’amminoacido ornitina
e per mezzo dell’enzima ornitina decarbossilasiarsiva alla formazione
della molecola divalente putrescina (Tabor, 1984sdfo e Pegg 1993,
Morgan, 1999). Le successive poliammine vengonoesizate per
sequenziali addizioni di gruppi amminopropili alputrescina. L’enzima
spermidina sintasi porta alla formazione della spdna e,

successivamente, la spermina sintasi forma la spar(Bey et al., 1987;
Slocum, 1991a,). | gruppi amminopropilici provengon dalla

decarbossilazione della S-adenosilmetionina perzmedell’enzima S-
adenosilmetionina decarbossilasi, enzima coinvatche nella sintesi
dell’etilene (Tiburcio et al., 1997; Kushad e Danoif, 1991).

La cadaverina e l'unica poliammina ad essere smggh a partire dalla
lisina attraverso la lisina decarbossilasi (Scheofsl., 1983).
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L-Lysine

Arginina ﬂ; Omitina¢
DFMA i
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Putrescina Cadaverina
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Spermina 4———— Spermidina

Fig. 1.9 Metabolismo delle poliammine ed inibitori della sintesi. In
blu sono riportati gli enzimi della sintesi mentre in rosso gli inibitori:
ADC (arginina decarbossilasi), ODC (omitina decarbossilasi), LCD
(lisina decarbossilasi), SPDS (spermidina sintasi) SPMS (spermina
sintasi), CHA (cicloexilammina), DFMO (u-difluorometilornitina),
DFMA (a-difluorometilarginina).

Nelle piante, oltre questa via biosintetica, esigt&ltra via che porta alla
formazione della putrescina. Il processo parteaddéicarbossilazione della
L-arginina ad agmantina per mezzo dell’enzima anghdecarbossilasi; le
successive idrolisi, deaminazioni e decarbossifez quest’ultima portano
alla formazione della putrescina per mezzo deglnzirei agmantina
imminoidrosilasi e N-carbamoilputrescina amidoiditzsi (Slocum, 1991).
Per lungo tempo I'unico metodo per manipolare lacemtrazione endogena
di poliammine, e di sottolinearne cosi il signifizdisiologico, é stato I'uso
degli inibitori. L’ornitina decarbossilasi & inibitdall'a-difluorometilornitina
(DFMO) (Metcalf, 1978). L’arginina decarbossilasiopessere inibita dadl*
difluorometilarginina  (DFMA)  (Kallio,1981). Il mdtjliossal-bis-
guanilidrazone (MGBG) €& un potente inibitore defaadenosilmetionil
decarbossilasi (Pegg, 1987), mentre la spermidinainibita dalla
cicloexilammina (CHA) (Pegg, 1987).
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Il pool intracellulare di poliammine libere non dime solamente dalla loro
via biosintetica, ma anche da molti altri proce¢s): la loro degradazione,
(2) la quantita di poliammine coniugate, (3) ilddrasporto.

(1) La principale reazione di catabolismo e la deamione ossidativa
catalizzata dalla diammina ossidasi (DAO) e daltdigonmina ossidasi
(PAO). L'azione della diammina ossidasi sui gruppiminici primari di
putrescina, cadaverina, spermina e spermidinacidagruppi NH e HO,
mentre le amminoaldeidi derivanti da putrescinalagarina e spermidina,
ciclizzano in modo spontaneo rispettivamentg-girrolina, A-piperidina ed
1,5-diazabiciclononano (Federico e Angelini 1994¢lHa et al., 1997).

HNCH)NH, —22-  NH; + HyOp + HN(CH)CHO —= [\
0_‘, H:O ‘\‘\'f
putrescina Al-p;-'rroline
o ; DAO . o ) >
H-N(CH,);NH> m NH; + H)Oy + HoN(CH»)sCHO —> J
>, HA 2
N
cadaverina Al-piperidine

H;N(CH;y)sNH(CH;)sNH> O1IH10 NHz - HyOp + HoN(CH;):NH(CH;);CHO

spermidina * —

U

1,5-d1azabicyclononane

Tig. 1.10 Reazioni di catabolismo delle poliammmine.

L'azione della poliammina ossidasi, sui gruppi amigii di spermina e
spermidina, produce invece 1,3-diamminopropan,t le amminoaldeidi
H,N(CH,);CHO, dalla spermidina, e -N(CH,);NH(CH,)sCHO dalla
spermina. Anche in questo caso i prodotti ciclizzapontaneamente per
formare rispettivamenté-pirrolina e 1,5-diazabiciclononano (Federico e
Angelini 1991, Chol Ha et al, 1997).
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Il catabolismo delle poliammine €& solo un semplipeocesso di
degradazione ma risulta essere legato al metalwlsiesso della pianta
(Cona et al., 2006). L'enzima DAO, ad esempio, famapA-pirrolina e A-
piperidina, € coinvolto nella biosintesi degli dtédi contenenti tali anelli
(Smith e Wilshine, 1975). L’azione combinata di D&@i altri enzimi porta
la putrescina alla formazione di acido succiniama wia collegata al ciclo di
Krebs (Flores e Filner, 1985). Infine le azioni ¢onate di DAO/PAO con
le perossidasi presenti sulla parete cellulare tedgecontribuiscono al
mantenimento della rigidita della parete stesggarfia et al., 1994).

(2) Il termine di “poliammine coniugate” indica Ipoliammine legate
covalentemente a composti di basso peso molecaange acidi fenolici, 0
a molecole piu grandi come proteine (Waltes, 20PR).specificatamente la
classificazione in poliammine “libere” o “coniugateipende dalla loro
differente solubilitd rispettivamente in acido Imimacetico o acido
perclorico. Si conoscono tre tipi di poliammine kmate: legate ad
alcaloidi, ad acidi grassi e ad acidi idrossi-cimi@ (HCAAs) come |l

cumarico, ferulico e il caffeico (Smith, 1975, 1991

(3) Il trasporto e forse il processo principale ann la concentrazione di
poliammine viene controllata (Seiler et al., 1996sso e innanzitutto
dipendente dalla concentrazione stessa; se ad iseigipe inibita I'ornitina
decarbossilasi, per supplire ad una diminuzionelidelli di poliammine,
viene incrementato il trasporto. Esso perd, memenbra essere ben
caratterizzato nei batteri, non lo e tanto nei méemnne nelle piante. In
Escherichia coli sono descritti tre sistemi differenti: un traspéote
accoppiato al’ATPasi specifico per la putrescimag accoppiato all’ATPasi
specifico per la spermidina e dei sistemi non piatb specifici per la
putrescina (Seiler et al., 1996). Nei mammiferi dnig specifici per |l
trasporto non sono stati ancora identificati. Sutle cellule epiteliali degli
alveoli, sono stati descritti due tipi di sistemi tdasporto sempre ATP
dipendenti (Seiler et al., 1996). Nelle piante &gcstdescritto un trasporto
bidirezionale ATP e CAdipendente (Bagni e PistoccHi99]). Il trasporto
a lunga distanza € tutt'oggi in discussione anahegls autori Bagni e
Pistocchi (1991) hanno presentato diverse eviddrasate su numerosi
sistemi: nelle mele la putrescina marcata viensldcata dalle foglie al
frutto e viceversa; nel mais e nel pomodoro la gadina marcata viene
seguita dalle radici fino ai coleoptili. Friedmah a.(1996) hanno anche
dimostrato la presenza di poliammine nello xilenmekfloema.
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1.11 Il ruolo delle poliammine negli eucarioti supriori

Gran parte dei ruoli delle poliammine sono dovdikh doro caratteristica
carica positiva che permette loro di legare mokeaariche negativamente.
Ecco perché le ritroviamo coinvolte in numerosigassi come il controllo
del ciclo cellulare, la proliferazione cellulareledgame al DNA etc.

E’ stato osservato che le diverse fasi del cicllulzge sono accompagnate
da variazioni della concentrazione di poliammindagene. (Satriano et al.,
2001). Se a fibroblasti quiescenti, e quindi ieefdy, viene aggiunto del
siero nel terreno di coltura, si osserva il pasgaggima nella fase S che
culmina dopo 24 ore, seguita dalle fasi G2/M cHenmano dopo 36 ore. In
parallelo si €& osservato un incremento del’mRNA II'amitina
decarbossilasi nelle prime 12 ore e poi un suo o&ike rimanenti 48.
Analogamente si comporta 'mRNA della SAMdecarblassi L'mRNA
del’lOAZ, la proteina che inibisce I'ornitina debassilasi, € invece minimo
nelle prime 12 ore per poi incrementare nelle ssgige. (Betuzzi et al.,
1999). E' noto che questa regolazione €& indispelesader il corretto
funzionamento del ciclo cellulare. Anche I'importandelle poliammine
nella proliferazione cellulare e stata ben stud@&etuzzi et al., 1999) E’
stato infatti dimostrato il loro coinvolgimento felterazione con la
fosfoproteina p53 che gioca un ruolo essenzialéa rregolazione di geni
coinvolti nella crescita e nella morte cellulargi. €t al., 2001, Liang et al.,
2004). Altre evidenze riguardano il legame direlttla spermidina al fattore
di inizio elF-5A il che e conformazionalmente machfo da tale legame
(Tome et al., 1996).

Fig. 1.11 Rappresentazione della molecola di spermina in ani sono indicate
le cariche positive.
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Importante & anche il ruolo delle poliammine nedkabilizzare il DNA
(Davidson et al., 1999) legandosi alle sue canwgative.

E’ stata anche sottolineata la loro capacita rgadre gli acidi nucleici come
nel caso di OAZ: il trascritto di OAZ presenta 2 PR la presenza di
poliammine produce uno shift di reading frame selssaggero necessario
per la corretta traduzione (Coffino, 2000).

Un accumulo eccessivo di poliammine favorisce lf@psi portando ad uno
stress ossidativo causato da un aumento di pecodsidirogeno derivante
dal loro catabolismo (Hoet e Nemery, 2000).

Le poliammine sono anche in grado di modulareiVitdt di recettori come
EGF (Johnson, McCormack, 1999). Inoltre, semprausa del loro carattere
di policationi, le poliammine interagiscono corosfolipidi di membrana e
giocano un ruolo cruciale nella regolazione degkimi legati a membrana
(Moruzzi, 1993) E’ stata dimostrata l'attivazioneetta di varie protein
chinasi implicate nell’espressione di protoncogeome myc, jun o fos
(Johnson, McCormack, 1999) oltre all'interazioneetla con le proteine
(Hoet e Nemery, 2000).

1.12 1l ruolo delle poliammine nelle piante

Le poliammine svolgono un ruolo cruciale anche meccanismi alla base
della crescita e dello sviluppo della pianta; nursersono i dati che
riconoscono il loro coinvolgimento in funzioni fidogiche vegetali anche se
ancora poco si sa riguardo il meccanismo molecdtangth, 1985; Evans e
Mallberg, 1989; Bagni,1989; Galston e Kaur-Sawhn#990). Esse si
trovano distribuite in quasi tutti gli organi veggvi e riproduttivi (radici,
foglie, fiori, semi, tuberi, meristemi, xilema, 8ma e tessuti parenchimatici)
(Evans e Malmberg 1989) localizzate principalmentd vacuolo, nel
nucleo, nei mitocondri, nei cloroplasti, nei ribnsp nelle membrane
(Slocum 1991b; Bagni e Pistocchi, 1991) e piu remmaente anche nei
tilacoidi di spinacio, associate al fotosistemgibtzabasis et al., 1993).
Come nelle cellule animali, anche in quelle vegd&lpoliammine sono
coinvolte nel ciclo cellulare. Il modello usatotale ricerca & stato un organo
che naturalmente e deficiente di poliammine, il endb dormiente di
Helianthus tuberosumLo stato di dormienza é caratterizzato da basse
concentrazioni di poliammine, ormoni, DNA, RNA, prime metaboliche e
alti livelli di ABA. L’entrata in fase G1 del ciclaellulare € accompagnata
da un incremento della sintesi di poliammine, RNApreteine. Si sono
osservati due picchi massimi di poliammine: nedigef S e a meta dalla fase
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di divisione cellulare. Gli inibitori della sintedelle poliammine influenzano
sia la replicazione del DNA che il ciclo cellulatlea dormienza del tubero
viene inoltre interrotta dall’applicazione di pohaiine (Serafini-Fracassini,
1991) Simili risultati sono stati ottenuti in cdéuin coltura diN.tabacum
(Pfosser, 1990).

In modo analogo € stato osservato un incremengintisi di poliammine
anche durante la divisione cellulare che nelle tpiaawvviene durante lo
sviluppo embrionale e del fiore e nei tessuti menmtici. Anche in questi
sistemi I'uso di inibitori interferisce con la dsibne cellulare e l'uso di
poliammine esogene supplisce a tale mancanza (Btaal. 1988; Egea-
Cortines, 1991).

Galston e Kaur-Sawhney (1987) hanno osseryatgivo un declino dei
livelli di poliammine e degli enzimi coinvolti nellloro biosintesi durante le
fasi di senescenza. In precedenza le proprietantsemescenza delle
poliammine erano state osservate nei protoplastiavBna in coltura
(Brenneman and Galston, 1975). Anche in questi dasheccanismo
molecolare che ne é alla base €& da ricercare loetlanatura policationica
che contribuisce alla stabilizzazione delle meméyatil’interazione con gl
acidi nucleici e con le proteine. In secondo luagche l'interferenza con la
via biosintetica dell’etilene puo spiegare il laroinvolgimento nelle fasi di
antisenescenza. Le poliammine infatti sembrano eteng con I'etilene per
un comune precursore, I'ACC (acido l-amminociclgemcarbossilico)
(Kaur-Sawhney and Galston, 1991).

Le poliammine trovano un ruolo anche nei fenomadniighosta a stress
abiotici come: bassi valori di pH, deficienze ning, variazioni osmotiche,
basse temperature, alte concentrazioni di'Nbtress salini. In tutti questi
casi € stato osservato un aumento dei livelli digeeina. Pochi dati invece
ci sono circa gli stress biotici. Si & osservate fdylie di frumento infettate
con il fungoPuccinia graminis(Machatschke, 1990) oppure foglie di orzo
infettate corPuccinia hordei(Greenland and Lewis, 1984) mostrano sempre
aumento di putrescina. Nella maggior parte dei Eagmento dei livelli di
putrescina & dovuta ad un aumento dell'attivital'eletima ADC. La
regolazione di tale enzima non € pero ancora shasaita.

Alla luce di quanto esposto bisogna sottolinearel@pplicazione pratica di
poliammine €& ancora abbastanza circoscritta daifétate conoscenze
riguardanti la loro biosintesi, il loro uptake,ldro trasporto, il loro reale
meccanismo molecolare. Tuttavia numerosi studi sstad condotti per
mezzo di inibitori della loro sintesi: DFMO, DFMAJGBG CHA (Slocum,
1991).
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Recentemente é stato dimostrato che le poliammastono un ruolo anche
l'interazione delle 14-3-3 con la nitrato reduttdsiArabidopsis(Athwal et
al., 1998a; Athwal et al., 1998b; Athwal et al.02(). In particolare é stato
visto che la tetrammina spermina € in grado di mérla ione divalente
Mg?" e promuovere cosi l'inibizione della nitrato redst dipendente dalle
14-3-3. Come lo ione Mg, infatti, la spermina lega 14-3-3 ed induce un
cambiamento conformazionale che ne incrementa pe&rBaie idrofobica
(Athwal et al.,2002).
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1.13Sugar Sensing

Gli zuccheri sono composti essenziali per la sopvanza delle piante:
svolgono un ruolo centrale nel metabolismo respiifate rappresentano il
substrato per la sintesi di molecole piu complegsali amido e cellulosa;
inoltre essi forniscono i “blocchi strutturali” pefa biosintesi di
amminoacidi, di acidi grassi e di molti altri congpiopresenti nella pianta.
Le prime ricerche condotte sulle cellule vegetamitavano pero agli
zuccheri le sole funzioni di risorse sopracitateo¢k, 1996). Piu
recentemente si e invece compreso che gli zucaghedgiunta ai loro ruoli
essenziali, sembra che si comportino in modo siragé ormoni, come
messaggeri primari della perceziorser{sing e trasduzionesignaling del
segnale (Rolland et al., 2002); in altre parole essltano coinvolti in vie di
traduzione del segnale dette appunto “zuccheroitshgSheen et al.,
1999). In tutti gli organismi, sia procariotici cleeicariotici, I'espressione
genica sensibile ai carboidrati fa parte di un cesgp sistema per
rispondere alla scarsa disponibilita dei nutrie®pecifici gruppi di geni
rispondono in modo drastico ai cambiamenti ambleoke provocano una
variazione delle risorse alimentari disponibili,rpettendo di regolare la
loro corretta distribuzione tra i tessuti e gli ang (Koch et al., 2000). Ad
esempio in Escherichia Coli 'organismo in cui meglio & compreso il
meccanismo di dglucose-sensirige “glucose signaling I'cAMP ed il suo
recettore sono i principali geni repressi dal ghigo(Saier, 1991); nelle
cellule di mammifero il glucosio stimola la sint&kiinsulina (Nielsen et al.,
1985; Efrat et al., 1991), la piruvato chinasi (Mamrt al., 1993) e
I'acetilcoenzima A (Brun et al., 1993).

Nelle piante, un’ampia varieta di geni sono regalagli zuccheri a livello
trascrizionale includendo geni coinvolti nella feitttesi, metabolismo del
carbonio e dell’azoto, risposte a stress e metsioli secondario. Poco
ancora si sa circa l'effettivo meccanismo molemlalla base di queste
risposte (Rolland et al., 2002). In generale si s$seovato che basse
concentrazioni di zuccheri fanno aumentare la fotesi e la mobilizzazione
delle riserve mentre I'abbondante presenza di zrcgnomuove la crescita
e 'immagazzinamento di carboidrati (Koch, 1996).

Il saccarosio e la forma di zucchero maggiormerasldcata nelle piante e,
per tale motivo, la piu frequentemente studiatéeine al glucosio (Koch,
1996, Jang and Sheen, 1997; Gibson, 2004). Pexuetiheri esistono due
vie di trasduzione differenti. Cid & stato evidemaiin casi, come nella
repressione del gene coinvolto nella fotosintebizaab-cat, in cui si é visto
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che l'azione del glucosio pud essere mimata dasiesome galattosio,
fruttosio e mannosio ma non in maniera equivaléatesaccarosio (Jang and
Sheen, 1997; Ehness et al., 1997).

La percezione degli zuccheri quindi, puo essereiniief come
un’interazione, tra una molecola di zucchero edemsore proteico, in grado
di generare nelle cellule una cascata di segnabb@ulare cosi I'espressione
di specifici geni. Per attivare le vie di trasdumodel segnale, innanzitutto
gli zuccheri devono essere percepiti (Koch, 198&Qgli ultimi anni si sono
accumulate evidenze sperimentali che fanno suppones vegetal,
I'esistenza di almeno tre distinte vie di perceeidkel segnale da zuccheri:

a) Un sistema esoso chinasi dipendente, simile agdelil lieviti ed animali.

Uno dei processi piu studiati di “sugar sensing’drato dalle esochinasi é
I'inibizione a feedback della fotosintesi: I'acculmudi carboidrati nelle
foglie porta ad un’'inibizione della fotosintesi e ain concomitante
decremento della proteina rubisco, di altri enazilai ciclo di Calvin, e della
clorofilla. Un importante meccanismo che sostiaale feedback negativo e
la repressione di molti geni fotosintetici consegee 'accumulo di
carboidrati. Una riduzione dei livelli di trascrili RBCS (codificante la
subunitd minore della rubisco) e stata osservatheain una sospensione
cellulare diChenopodium rubrupmguando coltivata in presenza di glucosio.
Il metabolismo del glucosio e essenziale per laesgione: I'aggiunta di
suoi analoghi non fosforilabili, come il 6-d-gludmsed il 3-O-m-glucosio,
non risulta infatti efficace. Jang e Sheen (19%)no utilizzato un sistema
di espressione transiente di protoplasti di maismpenitorare gli effetti di
una varietd di zuccheri analoghi al glucosio e mteimedi metabolici
sull'attivita di promotori di geni che codifican@penzimi fotosintetici. Essi
hanno dimostrato che il glucosio ed altri esosistalhi delle esochinasi
causano la repressione anche ad una bassa commam@rgl-10 mM).
L’analogo del glucosio 2-d-glucosio & un substzo le esochinasi ma non
viene ulteriormente metabolizzato, facendo cosrtam l'ipotesi di un
coinvolgimento della glicolisi o di altre vie metdizhe. Il mannoeptulosio,
un inibitore delle esochinasi, € in grado di blseda repressione indotta dal
2-d-glucosio. Proprio sulla base di queste, etdt alumerose osservazioni, €
stato proposto per le esochinasi un ruolo chiav neercezione e nella
trasduzione del segnale di repressione di gensifotetici.
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b) Una via regolata da un sensore associato algoatatore degli esosi.

Evidenze sperimentali circa la presenza di protetresportatrici di
monosaccaridi con funzione di “signaling” derivaae esperimenti condotti
con analoghi del glucosio che sono assorbiti dadlile, ma non fosforilati
dalle esochinasi, come il 3-O-m-glucosio ed il §hdeosio. In una coltura
cellulare fotoautotrofa in sospensionedtienopodium rubrupd’aggiunta di
glucosio o saccarosio induce I'espressione di gedificanti per l'invertasi
extracellulare e per la saccarosio sintasi; tatiizione pud essere mimata
dal 6-d-glucosio (Roitsch et al., 1995) suggerecit®il glucosio fosforilato
rappresenti il segnale per I'espressione indottezutzcheri di entrambi i
geni. Questo tipo di “sugar sensing” sembra essarelutivamente
conservato, dal momento che é stato riportato arpdre I'alga verde
unicellulare Clorella kessleri. Questa algae capace di crescere
autotrofamente anche al buio su terreno conterggat®sio e l'attivazione,
della crescita autotrofa mediante I'addizione dicglsio puo essere mimato
anche in questo caso dal 6-d-glucosio (Hilgarthl.etL991).

¢) Una via legata alla percezione specifica deadwaridi e mediata del
trasportatore del saccarosio.

Numerose osservazioni suggeriscono che il saccamg essere percepito
dalle piante come tale, cioeé come molecola. L'indoe saccarosio-
specifica dell’espressione genica € stata ripogpiatail promotore di diversi

geni come rolC floema-specifico (Wenzler et al. 2.98fferson et al. 1990
Yokoyama et al. 1994). Dal momento che il saccarosu0 essere
prontamente idrolizzato a glucosio e fruttosio, ifficile stabilirne una

funzione diretta. Di recente, & stato clonato umegd.eu zipper di

Arabidopsis, ATB2, che e represso trascrizionalmedal saccarosio a
concentrazioni fisiologiche. Recentemente poi Lioeg¢tal. (2000), hanno
anche evidenziato come I'espressione delimilasi in embrioni di orzo sia
modulata in due distinti modi: una via glucosio afigente ed una
disaccaridi-dipendente.
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Fig.1.12 Rappresentazione schematica delle tre distinte wvie di
percezione del segnale da zuccheri.: (a) sistema esoso chinasi
dipendente (HX); b) via regolata da un sensore associato al
trasportatore degli esosi (Glc=glucosio); (c) via mediata dal
trasportatore del saccarosio (suc).
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1.14 Aspetti biochimici dello sugar-sensing

In contrasto con la situazione dei microrganisnai, nhaggior parte dei
componenti delle cascate dellsubar signaling delle piante non sono stati
ben caratterizzati (Rolland et al. 2002). Per itadag i meccanismi di base
sono stati effettuati numerosi esperimenti farmagiol, studi biochimici ed
analogie ai sistemi di lieviti in sistemi di protapmi di mais Sheen et al.
1999). Uno dei pit comuni meccanismi nella trasoloeidel segnale € la
fosforilazione e defosforilazione delle proteiriesb di specifici inibitori ha
indicato il coinvolgimento di varie protein chinag fosfatasi nella
trasduzione del segnale degli zuccheri (Rollandlet2002). Gli inibitori
delle protein fosfatasi mimano la repressione ddepdegli zuccheri dei
promotori dei geni della fotosintesi (Sheen etE99), risultato che correla
con il ruolo nella repressione del glucosio (Ludinal., 1998; Alms et al.,
1999). Comungue, anche gli inibitori delle protelminasi ad ampio spettro
possono bloccare [I'espressione dei geni fotosintesuggerendo
un’interazione complessa delle protein chinasigatasi (Jang and Sheen,
1997). Una protein chinasi che gioca un ruolo m@itillo globale del
metabolismo del carbonio delle piante € SnRK1 ginothinasi 1), cosi
chiamata per la sua omologia e similarita funzier@n la SnF1 di lievito
(Halford et al., 2003). La SnF1 del lievito é sta@scritta come uno dei
componenti principale della percezioni della casemi zucchero ed e
richiesta per la “derepressione”, in mancanza dcharo, di molti geni in
precedenza repressi dal glucosio (Carlson, 199@kilmson, 1999). In
particolare, SnF1 fosforila il repressore trasomzale Migl, causando la sua
traslocazione al citoplasma e la derepressioneedi rget (De Vit et al.,
1997; Treitel et al., 1998). In piu, SnF1 influerigettamente il macchinario
della trascrizione attraverso interazioni con ilmpbesso mediatore
del’RNA polimerasi Il e la fosforilazione degliteni (Kuchin et al, 2000).
Attraverso la “derepressione” di geni coinvoltilastonversione metabolica
di fonti di carbonio alternative, SnF1 assicurdfisignte sintesi di ATP in
lievito in assenza di glucosio (Rolland F. et &l02).

Negli anni recenti, analisi biochimiche e molecbldranno rivelato
I'esistenza di una grande famiglia di SnRK nellanpg, classificata nei
sottogruppi SNRK1-2-3 sulla base di similarita efjgenza amminoacidica.
Benché la caratterizzazione funzionale di questéepre sia ancora ad un
primo stadio, e stato proposto che esse agiscane cegolatori globali del
metabolismo del carbonio nelle piante (Halford &faddie, 1998).
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1.15 Aspetti genetici dello sugar-sensing

Benché I'approccio biochimico abbia rivelato il wedlgimento di proteine
chinasi e fosfatasi nello “sugar signaling” dellarte, i target di queste
molecole regolatrici e le loro funzioni fisiologiehrestano elusive. Un
approccio genetico, con l'uso di Arabidopsis com@nta modello, offre

distinte strategie per analizzare i complessi maisoa di percezione nelle
piante (Rolland et al., 2002). Un potente metodocpeatterizzare le risposte
delle piante agli zuccheri € quello di identificarsolare ed analizzare i
mutanti che sono difettivi in una o piu risposteh¢&n et. al., 1999;
Smeekens, 2000; Rook et al., 2001; Gibson, 200B)a i vari mutanti

ricordiamo:“Gin” insensibile ad alti livelli di glucosidsis” insensibile ad

alti livelli di saccarosio;gss” ipersensibile al glucosidsss” ipersensibile

al saccarosio. La maggior parte di questi mutamtosstati identificati grazie
a screen genetici basati sull’osservazione che indézrescita con alti livelli

di zucchero prevengono la costituzione di plantul#iteriori analisi

fenotipiche di questi mutanti ipersensibili o insiili agli zuccheri e il

clonaggio molecolare dei loro geni corrispondetdingo rilevando nuovi
meccanismi della regolazione degli zuccheri. Lao lmaratterizzazione
inoltre ha mostrato che molti di essi esibiscorfettlianche nel metabolismo
dei fitormoni: cido ha portato alla scoperta di na@oni dirette tra “signaling
degli zuccheri e alcuni ormoni. Per esempio: il amt¢ prll mostra
un'aumentata sensibilita non solo agli zuccheri, mmache all’acido

abscissico, all’etilene, alle citochinine e alliae (Nemeth K. et al.,1998).
Sis5 (Laby R.J. et al., 2000), sun6 (Huijser Calet2000) e gin6 (Arenas-
Huertero F. et al., 2000) sono allelici ad abis4gLaby R.J. et al., 2000) e
ginl sono allelici ad aba2. L'acido abscissico glilcosio possono agire
nella stessa via, agendo I'uno o l'altro per pririacido abscissico puo
agire attraverso una via di trasduzione del segdladerichiede ABI4, ma
non ABI1, ABI2 o ABI3 per indurre l'espressione dn sensore del
glucosio. Piante wild-type potrebbero produrrellivelativamente bassi del
sensore in risposta ad acido abscissico endogérgiudosio endogeno
potrebbe allora agire attraverso il sensore persarau bassi livelli di

attivazione di una via che rallenta il primo svihgpdelle plantule. L’acido
abscissico o il glucosio endogeno potrebbero allpmatare ad una
sovrastimolazione di questa via, inibendo fortemehprimo sviluppo delle

plantule. Le piante che portano mutazioni in ABldviebbero essere
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insensibili allacido abscissico come risultatol'detapacita di aumentare i
livelli del sensore del

glucosio in risposta all’'acido abscissico. Quesante, inoltre, dovrebbero
essere insensibili al glucosio come risultato degsh livelli di sensore del
glucosio prodotti in risposta all'acido absciss&wogeno.

Glc Metabolism dependent

AtHXKT /\ / ;trﬂi\é

independent GINZ/AtHXK 1

EINZ p=—=ETRT
IN3
airade GIN1/ABA2 E 2
/CTRT
ABIT GINS/ABA3 EING GIN4
Vegetative ’LB_"Z { ——
stress ABA B
response / 1 Cytokinin Tiole
ABI3 ABIS response
ABl4  GIN6/ABI4
/ ABI5 -J_
Seed development

Germination, cotyledon greening and expansion,
shoot development, flowering
Fig. 1.13 Modello genetico dell’interazione tra la trasduzione del
segnale mediata da zuccheri e quella mediata da ormoni in
Arabidopsis.
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1. 16 Sugar Starvation

Da oltre vent'anni gli effetti della carenza daluzdrati € stata oggetto di
studi condotti su diverse specie vegetali. Geneaate le piante sono
considerate organismi autotrofi per il carbonidtatvia durante parte del loro
ciclo vitale e negli organi non fotosintetici, coreeradici, devono essere
considerate eterotrofe (Su-May et al., 1999). Bvemtuni nella vita delle
piante come la senescenza, l'attacco di microbgetin erbivori o variazioni
dellintensita di luce o temperatura possono causana diminuzione
dell’'efficienza della fotosintesi anche per lungonpo; cid comporta una
notevole riduzione del “pool” di carboidrati dispbifi per la cellula
vegetale che é costretta a modificare i sui norpralcessi metabolici.

Infatti una carenza da zuccheri prolungata provegka cellula dei vegetali i
seguenti effetti:

1-
2-

3-

4-

I'arresto della crescita cellulare;

I'esaurimento del carbonio intracellulare e consedge diminuzione
della respirazione;

la degradazione di lipidi e proteine e la riduziah& quoziente
respiratorio da 1 a 0;75;

un aumento del fosfato inorganico, della fosfolina e degli

amminoacidi liberi ed una diminuzione dei nucleitidiell'attivita degli
enzimi coinvolti nella glicolisi;.
5- la scomparsa di alcune ultrastrutture celluloime cloroplasti.
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| “SUGAR STARVATION" |

'

| Trasduzione del segnale |

v

| Regolazione genical

— T

STIMOLAZIONE DI: Autofagia INIBIZIONE DI:
. - vacuolare
enzimi della fotosintesi, Respirazione,
catabolismo di amido, lipidi e Biosintesi di amido e proteine
proteine,

Sintesi pigmenti e difesa
Metabolismo di saccarosio e

mannitolo

Il declino dell'attivita metabolica risulta anche uin incremento dell’attivita
autofagica vacuolare (Journet E.P. et al. 1986nGhél. et al.,1994). Poche
ore dopo l'inizio della carenza di saccarosio ilcwalo comincia ad
espandersi; prolungando il periodo di carenza ¢uato raggiunge volumi
estremamente grandi tanto da confinare il citoptaengli organelli lasciati
fuori in piccole aree adiacenti la parete cellul@e-May et al., 1999).

Studi condotti sulle radici di mais (Bronquisseakt 1991) hanno mostrato
come il livello di glucosio endogeno, che rappréseh50% del contenuto
totale di carboidrati, decresca del 30% nelle prithe20 ore di carenza.
Dopo questo tempo il livello di glucosio rimane taode fino ad 80 — 90 ore
di carenza per poi decrescere fino a 0 dopo 1200wpo le prime 20 ore di
carenza il pool di carboidrati non basta a sosteleepianta ed inizia cosi la
degradazione di proteine e lipidi. Anche [lattivitdegli enzimi del
metabolismo degli zuccheri decresce ma non conlweillo di glucosio
endogeno: nelle prime 24 ore lattivita di questzieni diminuisce solo del
10% (Brounquisse et al., 1991; Brounquisse e2@0g).

La carenza da zuccheri si puo quindi dividere fast:
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prime 20 ore: si verifica una riduzione del 30% gebziente respiratorio ed
una degradazione di zuccheri, proteine, lipidi elewtidi.

Dalle 20 alle 90 ore: la quantita di glucosio rireanostante ma la
respirazione é sostenuta da substrati diversiatabdrati.

Dalle 90 alle 120 ore: il processo ¢ irreversiliteinizia la degradazione di
alcuni tessuti come le membrane.

Oltre le 120 ore: inizio della morte cellulare.

E stato dimostrato come la carenza da zuccheraabbidrammatico effetto
sullinterazione delle proteine 14-3-3 con i lobersagli. In cellule di

Arabidopsis,la carenza da zuccheri porterebbe alla perditdedeime delle

14-3-3 con circa 30 proteine tra cui la nitratouttaki, la gliceraldeide-3-
fosfato, la saccarosio fosfato sintasi, la glutaRMNA sintasi (Cotelle et al.,

2000). Ancora non é certo pero se la perdita déffiezione dipenda da
modificazioni delle 14-3-3 che portino ad un abbassnto dell’affinita per

le proteine bersaglio, oppure alla perdita dellafddolazione nel sito di

interazione degli stessi “targets”.
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CAPITOLO 2

Obiettivo del lavoro
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Le proteine 14-3-3 dagli anni '60, periodo delleol@coperta, ad oggi, hon
solo sono state riscontrate in tutti gli organisucariotici ma sono state
attribuite loro delle funzioni chiave in numerosopessi vitali della cellula
(Moore e Perez, 1967. Aitken et al., 1992; FerBa,Aducci et al., 2002).
Tutte le 14-3-3 interagiscono con i loro targetsniodo dipendente da
fosforilazione, legando una sequenza consensoiplel RSXp(S/T)XP o
RXSXp(S/T)XP, dove p(S/T) sono una fosfoserina @ dasfotreonina
(Yaffe et al.,, 1997). Studi piu recenti hanno cooum evidenziato
I'esistenza di sequenze consenso differenti si iselquenza aminoacidica,
sia per l'assenza di un residuo fosforilato. L'mtdone con la pompa
protonica H-ATPasi di membrana plasmatica vegetale rappresiensa
'esempio piu significativo. Si tratta della pripaele pompa protonica,
presente sul plasmalemma, che fornisce, mediartteisese attiva di
protoni, la forza motrice per l'assunzione di iennutrienti, la regolazione
del pH citosolico, la crescita cellulare e l'osngmi@zione. Le 14-3-3 si
legano all’H-ATPasi in modo dipendente dalla fosforilazione pezzzo
della sequenza YpTV, che costituisce gli ultimi arainoacidi della regione
C-terminale dell'enzima. Un'altra caratteristicagdiesta interazione risiede
nella capacita, anche in assenza di fosforilazialieessere promossa e
stabilizzata dalla fitotossina fusicoccina (FC) I@gang et al., 1999;
Svennelid et al., 1999).

Recentemente Athwal et al. (2000) hanno evidenzatde un ruolo per le
poliammine nell’ambito del sistema 14-3-3 ed enzimitaato reduttasi. In
particolare, tali ammine risultano in grado di maggire con le 14-3-3
stimolandone cosi il legame e la conseguente ioiéz della nitrato
reduttasi.

Nella prima parte di questa tesi, si & voluto afiprdire un eventuale ruolo
delle poliammine nel meccanismo molecolare che ankmisociazione delle
14-3-3 alllH-ATPasi. A tale scopo sono stati condotti saggiatfivita
enzimatica, per rilevare eventuali variazioni sia vitro che in vivo
dell’attivita della pompa protonica in presenza poliammine. Per questo
tipo di indagine ci si € avvalsi anche dell’'usoimibitori della sintesi di
poliammine. Per approfondire poi gli studi sullaetia interazione delle
poliammine con le 14-3-3 sono stati condotti esperiti di overlay con
lintera H-ATPasi, o con la sola regione C-terminale, in prgs e in
assenza di poliammine. Infine, per individuareit gli interazione presente
sulle 14-3-3 sono stati creati dei mutanti sia fomhi che di delezione
della 14-3-3 ricombinante GF14-6 alterati nel dami@-terminale ricco di
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cariche negative e quindi presunto responsabil¢irdetazione con le
poliammine.

Nella seconda parte di questa tesi si e volutoizzzak I'effetto della
carenza di zuccheri sull' HATPasi. La “sugar starvation” & un fenomeno
che si verifica spesso nella vita della piantageds provocata da eventi in
grado di alterare la normale attivita fotosinteticame variazioni climatiche
0 attacco di microrganismi. In tali condizioni veermodificata anche
l'attivita di molti enzimi: Cotelle et al. (2000)ahno dimostrato che
numerosi enzimi regolati dalle 14-3-3, in condizidncarenza da zuccheri,
non solo perdono linterazione con tali proteineg wengono sottoposti a
degradazione. Si e cosi andati a verificare ilidesiella pompa protonica
H*-ATPasi sottoposta a tale tipo di stress. Sono&atlotti saggi di attivita
fosfoidrolitica dopo incubazioni in vivo in condaii di carenza da glucosio.
In particolare si & verificato, mediante esperimentestern blotting e di
overlay, se l'alterazione dell'attivita della pompigpendesse da una sua
minor espressione o da una variazione dei livélprdteine 14-3-3 ad esse
associate. Inoltre, facendo uso di zuccheri norabwizzabili si & voluto
indagare se gli effetti indotti dalla carenza diagisio fossero dovuti a shock
osmotico, a un minor apporto di energia o all’a@ione/repressione di una
via di trasduzione normalmente innescata da talescesUna volta
individuata I'esistenza di una via di trasduzioné soluto anche chiarire se
essa dipendesse dall’esochinasi o0 meno, se fossinmlte delle chinasi e
se il processo fosse reversibile. Percio sono statdotti esperimenti in
presenza di analoghi strutturali del glucosio, itoith di protein chinasi ed
inibitori di sintesi proteica.
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CAPITOLO 3

Materiali e metodi
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3.1 Prodotti e reattivi chimici

| seguenti prodotti e quelli per elettroforesi (gtieal grade) sono della ditta
Bio-Rad Laboratories (Hercules, California): pofigilen-sorbitol-
monolaurato (Tween 20), Coomassie brillant blue 5R;2 blu di
bromofenolo, agarosio, soluzione di acrilammidgbidgammide 29:1,
sodiododecilsolfato (SDS), ammonio persolfato (APSY,N,N’,N’-
tetrametiletilendiammina (TEMED), tris-idrossimedinminometano (Tris),
glicina.

| seguenti prodotti sono della Sigma-Aldrich: femétansulfonilfluoruro
(PMSF) e gli altri inibitori di proteasi, acido BHMorfolin]etansolfonico
(MES), acido 3-[N-Morfolin]propansolfonico (MOPS)acido N-[2-
idrossietil]piperazin N’-[2-etansolfonico] (HEPES® gli altri prodotti
chimici. Dalla stessa ditta sono state acquistathe il dominio catalitico
della proteina chinasi cAMP-dipendente (PKA), larsalbumina bovina
(BSA), la spermina, la spermidina, la cadaveriagputrescina, le pellicole
Polaroid 667.

Della Pierce (USA) sono: Triton X-100, il reattiyzer il dosaggio delle
proteine (Coomassie protein assay reagent).

| solventi, l'acido etilendiamminotetraacetico (EB)Te I'acetato di potassio
sono della Fluka Chemie (Svizzera), mentre i miemmenti indicati nella
tabella 3.1 sono stati acquistati dalla Merck (Garia).

Della Pharmacia Biosciences (Upssala, Svezia) danper la purificazione
delle proteine di fusione alla glutatione S-traaéer(GST) e la trombina.
Dalla stessa ditta sono state acquistate le lastradiografiche.

La membrana di nitrocellulosa per i saggi di fasteen blotting (overlay)
della Sartorius (Goéttingen, Germany) e quella diivpglidendifluoruro
(PVDF) per I'immunoblotting e della Millipore Corpation (Bedford, MA).

| reagenti per i terreni di coltura e I'agar somodwtti da Life Technologies.
Gli enzimi di restrizione e modificazione del DNAr® prodotti da Roche.
La fusicoccina e stata prodotta e purificata corascdtto da Ballio et al.
(1968).
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Microelementi | Concentrazione
Ca(NGy), 650 mM
KH.PO, 250 mM

MgSQO, 160 mM
NH4sNO3 750 mM
Fe EDTA 20 mM

KNO3 700 mM

ZnSQ, 10 mM

H3BO3 60 mM

MnSO, 22,5 mM

(NH4)5MOO4 10 mM
CuSQ 25 mM
Tabella 3.1

3.2 Peptidi, oligonucleotidi e anticorpi

| seguenti peptidi sono stati sintetizzati da Netay (Strasbourg, Francia):
bL15V: biotynil-LKGLDIDTIQQNYTV

bL15Vp: biotynil-LKGLDIDTIQQNYpTV (dove pT €& una fosfotanina)

| seguenti oligonucleotidi sono stati prodotti HdBENSET SA (Francia):

sono evidenziate in blu le mutazioni ed in rossobéesi sostituite per
introdurre il sito Smal per lo screening dei muitant

D256-259A:

D256-259Aforw
5’GATTAGGGAGGCGCCCAAGCGGECTCGAGTECGGGT’
D256-259Arev
5'CCCGCACTCGAGGCCCGCTTGGGCGCCTCCCTAATCE
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D240-E243-D244A:

D240-E243-D244AForw
5'GGACCTCTQACCATCTCGQACGGCCCCTGL
D240-E243-D244Arev
5'GCAGGGGCCGCCGAGATGGCAGAGGTCC?
E247-E251A:

E247-E251Aforw
5'GGACCCTGCTGAGAGATTAGGGCGGCGCCCes
E247-E251Arev
5'GGGCGCGSCCCTAATCTCTGCAGCAGGGTCC3’

AC22:

AC22forw

5 CCTATGGACCTCTTAGATCCCGGGGGACCCTGC3’
AC22rev
5'CCAGGGTCCCCCGGGATTAAGAGGTCCATAGG?

| seguenti anticorpi sono stati acquistati dallarBd:

Anticorpi secondari di capra, coniugati alla perossidasi, diretti contro il
frammento Fab degli anticorpi di topo (170-651&ati11/2000.

3.3 Ceppi e terreni di coltura perEscherichia coli

Per gli esperimenti di clonaggio é stato utilizz&toeppo diE. coli DH5a e

per gli esperimemeti di espressione il ceppo BLERP | ceppi vengono
cresciuti in terreno LB (0,5% estratto di lievith% bacto-triptone, 0.5%
NaCl a pH 7.0 con I'aggiunta di 1,5% agar per Espi) per tutti gli usi e in
terreno SOB (0,25% estratto di lievito, 2% triptpfe05% NacCl, 2,5 mM
KCI, 10mM MgCL ) per I'espressione delle proteine ricombinanér R

selezione dei ceppi viene utilizzato [lantibioticampicillina alla

concentrazione di 100pg/ml.
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3.4 Ceppi e terreni di coltura per Saccharomyces
cerevisiae

Per I'espressione eterologa in lievito della PM-ATPasi AHA1 di A.
thaliana é stato utilizzato il ceppo RS-72, contenente lasrmpide in cui
clonato il cDNA codificante per la AHAL.

Per la crescita del lievito sono stati utilizzatierreni SGAH (0,7% yeast
nitrogen base, 0,2 mM adenina, 0,2 mM istidina,gg@attosio, 50 mM Tris-
succinato, pH 5.5) ed il terreno YPD (1 % estratidievito, 2% bacto-
peptone, 2% glucosio). Il lievito viene cresciulia é&emperatura di 30°C.

3.5 Materiale vegetale e incubazionn vivo

I semi di mais Zea mayd.. cv Corona) sono stati acquistati dalla Dekalb
Monsanto (Mestre, Italia). | semi vengono idrafsr una notte in acqua di
rubinetto e fatti germogliare al buio, alla tempera di 27°C in coltura
idroponica. Per la preparazione delle vescicolgldsmalemma, le radici
vengono recise dopo il 5° giorno di crescita abbui

Gli apici radicali vengono incubati con FC (1pMpncle poliammine (0,2
mM) o con gli inibitori della sintesi di poliammir(®@,5 mM) sotto vuoto per
1h in apposito tampone di incubazione pH 6.0 (0WB3accarosio, 10 mM
acido tris-2-(N-morfolino)etanosulfonico).

Negli esperimenti di “sugar sensing” gli apici reali vengono incubati per
un periodo minimo di sei ore fino ad un massimo7dia 25 °C in un
tampone costituito da: acqua sterile (39 ml), mésce microelementi (vedi
tabella 3.1), soluzione antibiotico-antimicoticol@0) e, dove richiesto, uno
zucchero (0,2 M). Per gli esperimenti della dursw@eriore alle 24 h, le
radici vengono lavate, ogni 24 ore, in acqua &texd incubate in tampone
fresco.

Gli zuccheri utilizzati per le incubazioni sono:ugbsio, saccarosio,
mannitolo, 3-O-metil-glucosio (3-OMG), 2-deossigbsio (2-d-Glc),
lattulosio, palatinosio.

Alcuni esperimenti prevedono l'uso di acido ocadai¢0,1 pM),
microcistina (0,5 uM) e cicloeximide (200 pM).

3.6|_ Preparazione delle cellule competenti dtscherichia
coli
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A tale scopo una singola colonia batterica, depoepH5 0 BL21(DE3),
viene fatta crescere in 10 ml di terrep@20 g/l Bacto triptone, 5 g/l estratto
di lievito, 4 g/l % MgSQ-7H,O, 10 mM KCI, pH 7.6), a 37°C per 16 ore.
Successivamente, la coltura viene diluita 1/20808 ml di terrenay e fatta
crescere a 37°C fino ad una densita ottica a 60Dy pari a 0,5. Le
cellule vengono quindi recuperate per centrifugagi(d min. a 4000 rpm, a
4°C, in centrifuga J2-21 Beckman con rotore JA-1@pspese in 150 ml di
tampone A sterile freddo contenente 100 mM Rp&) mM MnC}, 30 mM
KOAc, 10 mM CaC{, 15% glicerolo a pH 5.8 ed incubate in ghiaccio Q@
minuti. Le cellule vengono di nuovo centrifugatemso prima descritto,
risospese in 20 ml di tampone B sterile freddo esabte 10 mM MOPS-
NaOH pH 7.0, 10 mM Rbgl 75 mM CaCJ, 15% glicerolo ed aliquotate
(200 pl) in provette e conservate a —80°C.

3.7 Trasformazione delle cellule competenti

I DNA plasmidico viene aggiunto ad un’aliquota (RQl) di cellule
competenti ed incubato in ghiaccio per 20 minué. rhiscela viene quindi
sottoposta a shock termico a 42°C per 90 secoriditadcon 800 pl di
terreno LB e lasciata crescere a 37°C per 45 mibatsospensione cellulare
viene infine centrifugata a 10000 g per 1 minutocemtrifuga da banco,
risospesa in 200 ul di g sterile e piastrata su terreno LB/agar contenente
I'opportuno antibiotico per la selezione. | trasf@anti vengono recuperati
dopo 16 ore di crescita a 37°C.

3.8 Estrazione del DNA plasmidico da cellule di
Escherichia coli

A questo scopo é stato utilizzato il kit di estoswd “Qiaprep spin miniprep”
(Quiagen, Germany). 5 ml di coltura &. coli contenente il plasmide
d’interesse, viene cresciuta 16 ore in agitazion&/eC. Le cellule sono
raccolte per centrifugazione (10 min. a 3000 rpmcentrifuga CS-6R
Beckman con rotore GH-3.7) e trattate segondailgzollo Quiagen.

3.9 Elettroforesi in gel d’agarosio

L’analisi dei campioni di DNA viene eseguita comesdritto in Sambrook et
al. (1989). Il gel, contenente concentrazioni daragio tra 0,7-1,2%, a
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secondo delle dimensioni del DNA da analizzarenpeieorso in tampone
TAE (40 mM Tris, 20 mM acetato, 1 mM EDTA). | fraremti vengono
visualizzati mediante esposizione del gel, conten&nomuro d’etidio alla
concentrazione di 0,1 mg/ml, ad una lampada UV {86k

3.10 Costruzione dei mutanti dell'isoforma GF14-6 d
mais

Per la mutagenesi del residuo d Aspartato e Glutm® stato utilizzato il
metodo del “quick change” (Stratagene, La Joccal@B4). La metodica si
basa sulla PCR e sulla caratteristica del DNA dovau sintesi di non
presentare residui metilati. Utilizzando come teatgplpochi nanogrammi
(20 ng) di un plasmide pGEX-GF (pGEX-2TK conteneihteDNA della
GF14-6 e due primer contenenti la mutazione desidelunghi 30-40 basi,
con una elevata Tm (> 70°C) e antiparalleli, & joissamplificare 'intero
plasmide. Gli oligonucleotidi utilizzati sono rigati nel par. 3.2.

Il successivo trattamento della reazione con l'eazidi restrizione Dpnl
(Roche), che taglia solo specifiche sequenze netigermette di degradare
selettivamente il plasmide templato, il quale edsestato estratto da un
organismo vivente risulta metilato a livello detieosine, lasciando integro |l
plasmide di nuova sintesi, non metilato e contembntnutazione.

25 ng di vettore pGEX-GF sono stati mescolati camone di reazione
(Stratagene), 10@M dNTP, 200 nM di ciascun primer, 10 unita di Taq
DNA polimerasi Pfu Turbo (Stratagene) in un volufirale di 50pul. In
parallelo viene condotta, come controllo, una @@zisenza Tag.

Il programma di PCR utilizzato ¢ il seguente:

un ciclo di 30 sec. a 95°C; 18 cicli di: 30 se®53C, 1min. a 55°C, 8 min. a
68°C; un ciclo di 5 min. a 68°C.

Ciascuna reazione viene quindi incubata 2 ore & £oh 10 unita di Dpnl
(Roche).

Venti pl di reazione sono stati utilizzati per trasformargaliquota ciascuno
di cellule competenti DHb ed i trasformanti sono stati selezionati su terreno
contenente ampicillina.

Due cloni sono stati sequenziati per verificarevEnuta introduzione della
mutazione. Tutte le reazioni di sequenziamentdddA sono state eseguite
dalla ditta Genelab (Italia).
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3.11 Preparazione delle vescicole di plasmalemma

Le vescicole di membrana plasmatica di radici disns@ano state preparate
secondo la metodica di Serrano (1988) con alcurdfitioe.

250 g di radici di piantine di mais, cresciute codescritto nel paragrafo
3.5, vengono recise e tagliate in piccoli pezzi adogenate in Waring
Blendor con 250 ml di tampone di omogenizzaziorddo (25 mM MOPS-
BTP pH 7.8, 250 mM saccarosio, 5 mM EDTA, 2 mM D(fftiotreitolo), 1
mM PMSF, 0.2% BSA). L’'omogenato viene quindi fitwae centrifugato a
7000 rpm per 20nin a 4°C in rotore JA-20 con una centrifuga Beckrda-
21. Il sovranatante viene recuperato ed ulteriotmeentrifugato a 40000
rom per 35 min. a 4°C in rotore 45 Ti in ultracéoga Beckman. |l
sedimento ottenuto rappresenta la frazione micragam

Il plasmalemma € purificato mediante una ripartigidra fasi polimeriche
secondo la metodica di Larsson et al. (1984).

Il sistema di fasi & costituito da 6.3% Destranb0D, 6.3% PEG-4000, 250
mM saccarosio, 5 mM KCI , 5 mM fosfato di potagsit 7.8.

I microsomi vengono risospesi in 6 ml di 5 mM fasfdi potassio a pH 7.8
contenente 0.2 mM PMSF e mescolati con 42 ml d@ fa% Destrano T-
500, 7.2% PEG-4000, 285 mM saccarosio, 5.7 mM K6&IlmeM fosfato di
potassio a pH 7.8 per ottenere una composiziona fdale come descritta in
precedenza. La miscela viene mescolata, per irersinumerose volte e
quindi, per favorire la separazione delle fasitémgata a 2000 rpm per 10
min. in rotore GH-3.7 con una centrifuga Beckman8RS

La fase superiore, arricchita in plasmalemma, viegeiperata, diluita 1:4
con tampone di diluizione (10 mM MOPS-BTP pH 7.80 2nM saccarosio,
1 mM DTT, 2 mM EDTA, 0.4 mM PMSF) e centrifugata4@a000 rpm in
rotore 55Ti con ultracentrifuga Beckman per 45 maird°C. Il sovranatante
viene scartato ed il sedimento viene risospesaripbne GTED 20 (10 mM
Tris-HCI pH 7.6, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 20% glicergloaliquotato e
consevato a —80°C.
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3.12 Preparazione delle membrane di lievito

Le cellule utilizzate appartengono al ceppo RS-72 Sd cerevisiage
trasformate con un vettore contenente il cDNA d@alforma di PM H-
ATPasi diA. thalianaAHAL. Una singola colonia di lievito viene cregeiu
24 ore a 30°C in 10 ml di terreno SGAH (vedi paaégr3.4) in agitatore
orbitale. La coltura viene quindi diluita in 200 dilterreno SGAH e lasciata
crescere, nelle medesime condizioni, per ulted@iore. La coltura viene
infine diluita in 1 | di terreno YPD (vedi par. 3.4 cresciuta a 30°C per altre
24 ore. Il passaggio dal terreno minimo con gadidt@l terreno massimo
con glucosio permette I'espressione della pompdopica vegetale. Le
cellule, cresciute in tal modo, vengono recupepatecentrifugazione a 1600
g per 20 min. a 4°C in centrifuga Beckman (rotokeld) e quindi risospese
in 24 ml di HO deionizzata fredda.

Le cellule di lievito vengono distrutte mediante agenizzazione a freddo
con palline di vetro. A tal fine vengono prepardtitubi da centrifuga
contenenti ciascuno: 23 g di palline di vetro (Of®), 1,7 ml di tampone di
lisi (10 mM DTT, 5 mM ATP, 5 mM EDTA, 500 mM Tris&l, a pH 7.5),
inibitori di proteasi [PMSF, chimostatina, pepstati leupeptina ed un
cocktail di inibitori per lievito (Sigma)] e 6 mli dospensione cellulare. |
tubi vengono quindi agitati in vortex per 1 minradfreddati in ghiaccio,
ripetendo per 8 volte l'operazione. Il supernatamtene recuperato in
seguito a centrifugazione a 4°C per 15 min. a 1680gentrifuga quindi per
45 min. a 96000 g. Il sedimento ottenuto, rappresda le membrane totali
di lievito, viene quindi risospeso in 4 ml di tanm@eoSTEAD 10 (1 mM
EDTA, 1 mM DTT, 10 mM ATP, 10% saccarosio, 50 mMsHdCI, pH
7,5).

Per purificare il reticolo endoplasmatio viene imgato il metodo descritto
da Villalba et al. (1992), mediante un gradientecdntinuo di saccarosio.
Sul fondo di un tubo da centrifuga, per rotore acbr basculanti, vengono
depositati in successione: 4 ml di tampone STEALQcg#Hne lo STEAD 10
ma con saccarosio 35%) e 4 ml di tampone STEAD @mténente
saccarosio 25%), facendo attenzione a non mesclgadele soluzioni ed
operando a 4°C. Al gradiente vengono delicatameagtgunti 2 ml della
sospensione di membrane di lievito e si centrifagC, per 4 ore, a 38000
rpm in ultracentrifuga Beckman (rotore SW41). licelo viene recuperato,
mediante una pipetta Pasteur, all'interfaccia érgdluzioni al 25 e 35% di
saccarosio, aliquotato e conservato a —80°C.
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3.13 Espressione delle proteine di fusione: cresgie lisi
delle cellule, purificazione delle proteine fuse & GST

Il protocollo prevede la crescita delle celluletbathe in condizioni che
favoriscono la trascrizione e la traduzione dell®tgine esogene. Le
proteine di fusione, cosi ottenute e presenti istd cellulare, possono
essere recuperate mediante cromatografia d’affinita

Nel nostro laboratorio era gia presente, oltreaatrutto per I'espressione
della 14-3-3 fusa alla GST, GST-GF14-6 (clone pGEKX); anche il
costrutto per I'espressione degli ultimi 103 amiida della regione C-
terminale della PM HATPasi di mais, MHA2, sempre fusi alla GST, GST-
C-Term (clone pGEX-CT). In quest'ultimo caso la segga codificante e
stata clonata nel vettore pGEX-2T (Amersham Biosmss).

La metodica di seguito riportata & stata quindizztita per I'espressione
della GST-GF14-6 e dei vari mutanti

Una singola colonia viene inoculata in 10 ml diréen SOB, contenente
I'opportuno antibiotico, e lasciata crescere 16 37&C in agitatore orbitale
LabLine (USA). Successivamente, la coltura vienklitdi in 500 ml di
terreno SOB fresco e lasciata nuovamente crescgré@fino a che non si
sia raggiunta una Qf) pari a 0.6. A questo punto la trascrizione delegen
esogeno viene indotta per aggiunta di IPTG (isdfirof3-D-galattoside),
un analogo del lattosio. Per la GST-GF14-6 ed i sudanti viene aggiunto
0.5 mM IPTG e lincubazione viene proseguita péreab ore a 37°C. La
coltura batterica viene quindi centrifugata a 500® per 15 min in rotore
JA-10 ed il sedimento cellulare viene recuperatw.tBtti i costrutti fusi alla
GST le cellule vengono risospese in 10 ml di PB& (@M NaCl, 2.7 mM
KCl, 10 mM NaHPQ,, 1.8 mM KHPOQ,, pH 7.2) contenente 0.1 mg/ml di
lisozima e conservato a —20°€. proteine vengono purificate mediante
cromatografia d'affinitd con una resina di sefavosbniugata al glutatione
(glutatione sefarosio 4B). Ad 1 ml di lisato vengoaggiunti 250 pl di
resina, pre-equilibrata in PBS, e la miscela vieneubata 30 min a
temperatura ambiente per permettere il legame whtipne. Si centrifuga
quindi a 2000 rpm per 2 min. a 4°C e si elimingdl/ranatante. La resina
viene quindi ripetutamente lavata con 10 volumspgtto alla resina) di
PBS.

Le proteinelegate alla resina possono quindi essmreperate eluendo la
proteina di fusione mediante l'uso di glutationa.resina viene incubata per
3 volte con 1 volume di 10 mM glutatione (SigmaphmM Tris-HCI pH 8.
Le eluizioni riunite, vengono aggiunti inibitori groteasi (ImM PMSF, 20
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pg/ml chimostatina, 50 pg/ml pepstatina) e consgeraa—20°C. Per la lisi
delle cellule si procede sonicando la sospensiénsetondi, per 10 volte
con intervalli di 30 secondi, ad ampiezza 10 pm, @o sonicatore Soniprep
150 (MSE Scientific Instrument, Crawley, Inghil@yr Si centrifuga poi il

tutto a 15000 x g per 15 minuti. Il supernatant@ sanservato a —20 °C.

3.14 Dosaggio delle proteine

La concentrazione proteica viene determinata comdtodo di Bradford

(1976), utilizzado la soluzione di Coomassie Protdssay (Pierce). La
curva di taratura viene costruita utilizzando coni@zioni note di BSA

(albumina serica bovina). Il metodo ha una seriilibompresa tra 0.25 e 25
pg/ul di proteina. La lettura della concentraziosie esegue mediante
spettrofotometro Smart Spec 3000 (BioRad) ad unghezza d’onda di 595
nm.

3.16 Preparazione della proteina  GF14-6 marcata
radioattivamente

La proteina GST-GF14-6 ricombinante, e le corrigfnti mutate, puo
essere fosforilata vitro grazie alla presenza, nella regione di giunzioae t
la GST e la 14-3-3, di un sito fosforilabile dapaoteina chinasi AMP-
ciclico dipendente (PKA).

A tale scopo, 100 ul di lisato cellulare i coli (contenente circa 50 pg di
proteina ricombinante) sono incubati con 60 pl esima di glutatione
sefarosio 4B come descritto in 3.25.2. Dopo 3 lgvagn tampone PBS, la
resina, su cui &€ immobilizzata la GST-GF14-6, viemeubata 30 min. a
30°C con 30 pl di tampone HMK (20 mM Tris-HCI pHs7100 mM NacCl,
12 mM MgC}h, 1 mM DTT) a cui vengono aggiunte 10 unita deliaumnita
catalitica della PKA (Sigma) e 25 pCi di*{P]-ATP (3000 Ci/mmole,
Amersham), secondo la metodica descritta da KurBglesi (1986). La
reazione viene bloccata con laggiunta di 5 mM EDTEAla resina,
recuperata per centrifugazione a 2000 g per 2 muepe lavata
ripetutamente con PBS per allontanare il radioattion incorporato.

La proteina marcata viene rcuperata mediante mnattéo con 1 unita di
trombina in 100 pl di PBS.

La quantita di radioattivo incorporato nella progeicosi recuperata, viene
valutata mediante conta allo scintillatore di uné&cgla quantita.
Generalmente si ottiene una resa pari a 2gp/mg di proteina.
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3.16 Overlay

Questa tecnica permette di studiare le interaziormteina-proteina. |
campioni da analizzare vengono separarti in efetiesi in gel di
poliacrilammide contenente SDS (SDS-PAGE), traifesu filtro di
nitrocellulosa e successivamente incubati condsepra GF14-6 radioattiva.
La metodica, con alcune modificazioni, si basawsantp riportato in Fullone
et al. (1998).

I campioni da analizzare vengono separati in SD&PAome descritto in
Laemmli (1970). Terminata la corsa, le proteinegas trasferite su di una
membrana di nitrocellulosa, pre-equilibrata in tamg di trasferimento (25
mM Tris, 192 mM glicina, 0.01% SDS pH 8.3), medattpparecchio
semi-dry (BioRad) applicando una corrente costdnts V per 1.5 ore. La
membrana, su cui si sono trasferite le proteinenesirecuperata, lavata per
10 min. in tampone H-tween (20 mM Hepes-KOH pH 7B ,mM KCI, 5
mM MgCl,, 1 mM DTT, 0.1 mM EDTA, 0.04% tween 20) e bloccatara,

a temperatura ambiente ed in agitazione, con tampbtween contenente
latte al 5%. La membrana viene quindi incubata 13418 ore a 4°C in
agitazione, con tampone H-tween/latte 3% con l'ag@ di 600.000 cpm/ml
di proteina GF14-6 radioattivamente marcata consert® in 3.17. |l filtro
viene infine lavato piu volte con tampone H-Tweasgiugato ed esposto ad
una lastra autoradiografica a —80°C.

3.17 Western blotting

Le proteine da analizzare vengono separate medg&D&PAGE e quindi
trasferite su membrana di PVDF (poliviniliden-ddluro). La membrana
viene pre-attivata per 30 sec. con metanolo edlierata in tampone di
trasferimento (39 mM glicina, 48 mM tris, 1 mM SDHE)% metanolo). Il
trasferimento viene condotto come descritto in 3&8etto per il tampone
utilizzato. La membrana viene quindi lavata in tamp T-TBS (20 mM
Tris-HCI pH 7.5, 150 mMNacCl, 0.05% tween 20) e pluiccata per 1 ora in
tampone T-TBS a cui € stato aggiunto latte scremicbéo.

Si procede quindi all'incubazione per 1-2 ore c@mticorpo primario,
all'opportuna concentrazione (vedi par. 3.2), impane T-TBS/latte 3%. Si
lava quindi ripetutamente con tampone T-TBS e ecg@de, se necessario,
all'incubazione per 1 0 2 h con un anticorpo seeoind(1:2000), diretto
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contro il primo e coniugato all’enzima perossidd3opo lavaggio con T-
TBS é possibile verificare l'interazione antigemgi@orpo mediante una
reazione colorimetrica. Infatti in presenza diOd (Sigma) e di 5'-
cloronaftolo (Sigma), la perossidasi forma un itaio blu scuro che
permette l'individuazione del complesso antigengeanpo.

3.18 Sgag;gio di legame della proteina radioattiva GH-6
ai peptidi

Gli studi di attivita di legame tra la 14-3-3 egeptidi, bL15Vp e bL15V
(vedi paragrafo 3.2) sono stati condotti dopo imitie#dazione degli stessi
su resina di streptavidina—agarosio (Sigma). | ideptisultano infatti
coniugati, all’estremita N-terminale, ad una molacdi biotina, la quale si
puo legare saldamente, ma non covalentementestedigtavidina.

A tale scopo 0.4 nmoli di peptide vengono incubzte 30 pl di resina
streptavidina-agarosio per 1 ora a temperatura entdi Il peptide non
legato viene allontanato mediante lavaggio delkinee con tampone H-
tween. La resina viene quindi incubata 1 ora a exatpra ambiente con 200
pl di tampone H-tween, contenente 3 pg (200.000) aprproteina GF14-6
radioattiva, o della corrispettiva mutata, e doveligato con 10 pM
fusicoccina (FC).

La resina viene quindi recuperata per centrifugseia 2000 g per 2 min.,
lavata ripetutamente con tampone H-tween ed infiseiata asciugare. La
radioattivita legata alla resina viene misurata iane@ conta allo
scintillatore.

In parallelo vengono preparati campioni contenkentesina a cui non é stato
legato il peptide. La radiattivitd che resta legatt resina rappresenta
I'aspecifico e viene sottratta alla radioattivitdate.
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3.19 Saggio di attivita fosfoidrolitica del’H-ATPasi

La metodica seguita € quella descritta da Serraab €.988).

20ug di reticolo endoplasmatico di lievito (oppudi@ pug di membrane di
mais, vengono pre-incubati in 50 pl di tampone h{®l MgSQ, 50 mM
KNOs, 5 mM NaN, 0,2 mM ammonio molibdato, 50 mM Tris-MES, a pH
7,2) per 15 min in presenza di proteina GF14-6 ®,di M di spermina.
Come controllo una stessa quantita di reticoloi(membrane) viene anche
pre-incubato in assenza di spermina o di proteiRfd45. Viene inoltre
preparato un controllo contennete 0,2 mM vanadasodio, uno specifico
inibitore delle ATPasi di tipo P.

A ciascuna reazione vengono quindi aggiunti 10ipdGD mM ATP ed il
volume viene portato a 500 pl con tampone |. Laceiesviene incubata 30
min. a 27°C e la reazione di idrolisi del’ATP veeibloccata con I'aggiunta
di 1 ml di reagente F (0,5% SDS, 2% ammonio molibd2% acido
solforico). Si aggiungono quindi 10 pl di acido @dico al 10% che induce
la colorazione blu della miscela di reazione. l€msita della colorazione e
proporzionale alla quantita di fosfato rilasciatbale rilascio, viene
quantificato mediante misure di assorbanza a 740 lhroorrispondente
valore, in moli di fosfato idrolizzato, si ricavapinterpolazione con una
retta di taratura ottenuta con soluzioni a coneamne nota di fosfato di
potassio. Al valore determinato viene sottrattallquaisurato in presenza di
vanadato, corrispondente ad attivita fosfoidrdiiéicdifferenti dalla F
ATPasi. L'attivita specifica viene espressa in nablPi/min/mg di proteina.
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CAPITOLO 4

Risultati
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PARTE I Ruolo delle oliammine
nell’interazione delle 14-3-3 con I'H-ATPasi.

4.1 Effetto,in vivo, delle poliammine sull'attivita dell’H *-
ATPasi

Studi recenti, condotti su varie specie vegetatedrabidopsis thaliana o
Nicotianaplumbaginifolig hanno ben caratterizzato il ruolo regolativo @ell
poliammine nell'inibizione da parte delle proteirigl-3-3 dell’enzima
bersaglio nitrato reduttasi. (Athwal e Huber, 20D@p et al., 2004). Sulla
base di queste osservazioni, si € voluto indagarée spoliammine (PA)
ricoprano un ruolo anche nell'interazione delle 3t3- con la pompa
protonica H-ATPasi di mais.

Per questo scopo si € proceduto con esperinientivo volti a valutare
I'eventuale variazione dell'attivita fosfoidrolitic dell’ H'-ATPasi in
presenza delle principali poliammine Spermina (Sp8&permidina (Spd),
Cadaverina (Cdv) e Putrescina (Put). A tale scqpoi sadicali di piantine
di mais, cresciuto in coltura idroponica per 5 gial buio e a 24 °C, sono
stati recisi in misura di circa 2 cm e incubatajpposito tampone (vegar.
3.5)in presenza di 0,2 mM Spm, 0,2 mM Spd, 0,2 mM PQf2ZemM Cdv
per 1 ora. Successivamente sono state purificateelmbrane plasmatiche,
secondo la metodica descritta nel [3at.1.

0,500 -
0,400 |
030 |

020 |

Aftivita Specifica
(prnol Pi/min x mg prot)

01| =T I

0,000 |

1 2 3 4 5

Fig. 4.1 Effetto in vivo delle poliammine sull’attivita dell’H*-ATPasi di mais.
Saggio di attivita ATPasica su 30 pg di membrane plasmatiche purificate da
tessuti trattati in vivo con: 1- Controllo; 2- Cdv (0,2 mM); 3- Put (0,2 mM); 4-
Spd (0,2 mM); 5- Spm (0,2 mM).
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| campioni ottenuti sono stati innanzitutto utiltz in saggi di attivita
fosfoidrolitica secondo la metodica descritta naf.p3.19. In fig. 4.1 é
rappresentato, in istogramma, [lattivita specifidel’H*-ATPasi dei
campioni: si puo osservare come solo la Spm abbiaatevole effetto di
incremento dell'attivita della pompa protonica,ceiril 200% rispetto alle
membrane di controllo. La Spd attiva minimamentpdapa mentre Cdv e
Put sono del tutto inattive. La differenza ripaataia Spm, Spd, Cdv e Put
pud essere ricondotta al diverso numero di gruppingici ed imminici
presenti nelle varie poliammine. Put e Cdv non alémo affatto I'attivita
della pompa e cido pu0 attribuirsi allassenza delpgo amminico
secondario; la presenza di due gruppi amminici arira di due secondari,
sulla Spm, potrebbe conferirgli la maggior attividome del resto gia
riportato in altri sistemi (Athwal e Huber, 2002).

Per comprendere se I'aumento di attivita, indotthadSpm, fosse dovuta ad
una maggior quantita di 'HATPasi presente sulle membrane plasmatiche,
sono stati condotti esperimenti di Western Blottewgli stessi campioni
utilizzando anticorpi anti-HATPasi. Dal risultato ottenuto e mostrato in fig.
4.2 pannello 1, non si osserva alcuna variaziogeifgiativa della quantita
di H'-ATPasi espressa sulle membrane incubate con Sppetto il
controllo delle radici non trattate.

1 <« 100kDa

2 4— 30kDa

C  Spm

Fig. 4.2 Western blotting delle membrane da radici trattate iz vive con
Spm (Spm) e da radici non trattate (C). L’incubazione ¢ stata effettuata
con anticorpi anti-H*-ATPasi (pannello 1) e anti-14-3-3 (pannello 2).

Per verificare se l'incremento di attivita fosfadtitica fosse dovuta ad una
maggiore attivazione della pompa protonica, somati salutati i livelli di
proteine 14-3-3 associate alle stesse membranizzatido anticorpi anti-
14-3-3 ed in grado di riconoscere tutte le isofopresenti nel mais.
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Il pannello 2 della fig. 4.2 mostra che i livelli #4-3-3 sono notevolmente
piu alti nelle membrane da radici trattatevivo con Spm rispetto i livelli del
controllo. Tale risultato suggerisce che la presedz Spm aumenta la
capacita delle 14-3-3 di interagire con la pompaa@rica.

Un’ulteriore prova di quanto osservato si € ottamer mezzo del saggio di
overlay, come descritto nel par. 3.16. La tecniemmette di saggiare
l'interazione proteina-proteina.

Il saggio prevede che i campioni da analizzare &eogseparati per
elettroforesi in gel di di poliacrilammide/SDS (SPPAGE), trasferiti su
membrana di nitrocellulosa ed incubati, invece cte un anticorpo, con la
proteina d'interesse. L'interazione puo essergatdéemediante l'uso di una
proteina marcata radioattivamente (Carr e Scofi2l9d.a GF14-6 espressa
come fusione alla GST, puo essere facilmente maa>2P. Infatti nella
giunzione tra la GST e la proteina esogena é piesetire al sito per il
taglio con la trombina, un sito di fosforilazionerpga protein chinasi CAMP-
dipendente (PKA) (fig. 4.3). Come descritto nel. @5, la GST-GF14-6,
legata alla resina di glutatione sefarosio, & stasacate con’fP]-ATP in
presenza della subunita catalitica della PKA (Sigreaquindi trattata con
trombina per rimuovere la GST.

Sito di fosforilazione per la PKA
v
“:“l GST [ GF 14-6 -COOH

A

Sito per la Trombina

Fig. 4.3 Schema della proteina GST-GF14-6 ricombinante. Nello figura sono
riportati la posizione del sito di taglio per la trobina ed del sito di
fosforilazione da  parte della protein chinasi cAMP dipendente (PKA).

Gli esperimenti di overlay sono stati condotti cotescritto nel par.3.18. Le
proteine sono state separate in SDS-PAGE, trasfait membrana di
nitrocellulosa e poi incubate con la GF14-6 marceta *P (500.000
cpm/ml di miscela di incubazione). L'interazionestata infine rivelata
mediante autoradiografia.
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In fig. 4.4 e riportato il risultato del saggio. Come si puGsersare la
proteina GF14-6, usata come sonda, mostra una oraggierazione con la
pompa protonica nelle membrane ottenute da raditate con Spm.

H*-ATPasi __,.

) Spm

Fig. 4.4 Saggio di Overlay con membrane da radici non trattate (C) e da
radici incubate con Spm (Spr).

4.2 Effetto degli inibitori della sintesi delle polammine

Per verificare un eventuale effetto delle poliameninendogene
nell'interazione delle 14-3-3 con I'MATPasi & stata fatto uso di inibitori
della sintesi delle poliammine. Per lungo tempad'wegli inibitori & stato
'unico modo per variare la concentrazione endogeiapoliammine
(Metcalf et al, 1978; Kallio et al., 1981; Peggaét 1987) e proprio grazie
ad essi sono stati scoperti i coivolgimenti delidigmmine nei processi di
crescita cellulare, rigenerazione ed embriogeasi ottenere una inibizione
completa, le radici di mais sono state incubate gigra un’ora con gli
inibitori a-difluorometilornitina (DFMO),a-difluorometilarginina (DFMA)
e cicloexilammina (CHA). Successivamente le membraono state
purificate, come descritto nel par. 3.11, e core ess10 stati condotti saggi
di attivita fosfoidrolitica, western blotting ed enay.

In figura 4.5 si pudo vedere che lattivita fosfoidrolitica dellpompa
protonica misurata sulle membrane purificate dacrati mais trattate con
gli inibitori della sintesi delle poliammine é rida di circa il 20% rispetto le
membrane di controllo non trattate. La diminuziaedl'attivitd, sebbene
lieve, é stata riscontrata sempre nelle varieckpldella misura.

71



0,600
0,500 =
0,400
0,300
0,200
0,100
0,000

Aftivita Specifica
{prnol Pifmin x mg proteina)

1 2 3
Fig. 4.5 Attivita fosfoidrolitica di membrane purificate da radici di mais:
non trattate (1); trattate con inibitori della sintesi di poliammine (2); trattate
con Spm (3)

Il Western Blotting, condotto con anticorpi anti-343, riportato in figura
4.6, pannello 2¢conferma il precedente esperimento: i livelli doteine 14-
3-3 associate a membrana trattata con inibitosrs{ea 3) sono ridotti
rispetto quelli delle membrane di controllo (cor$)ai livelli di H*-ATPasi,
misurati in un Western Blotting condotto con antmoanti-ATPasi, Si
mantengono uguali in tutti i campioni come mostiatbg. 4.6, pannello 1.

<« 100kDa

2 - <+ 30kDa

C Spm PI

Fig. 4.6 Western blotting di membrane purificate da radici: non trattate
(1); trattate con Spm (2); trattate con inibitori delle poliammine (3).
Pannello 1: incubazione con anticorpi anti-H™-ATPasi. Pannello 2:
incubazione con anticori anti-14-3-3.

La figura 4.7 riporta I'autoradiografia dell’oveyl&ondotto come descritto
nel par. 3.16. Anche in questo caso linterazioratled 14-3-3 con le
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membrane trattate con Spm (corsia 2) risulta avst@mispetto I'interazione
osservata sulle membrane non trattate (corsia’@yolLdegli inibitori della
sintesi di poliammine ha dimostrato che anche le é&#Alogene sono
coinvolte nell'interazione tra le proteine 14-3-3la& pompa protonica
portando ad una maggior capacita di interazionde db#-3-3 con I'H-
ATPasi.

<4+ H"-ATPase

Fig. 4.7 Overlay di membrane purificate da radici: non trattate (1); trattate
con Spm 0,2 mM (2); trattate con inibitori delle poliammine 0,5 mM (3).

4.3 Effetto, in vitro, delle poliammine sull’attivita
dell’H *-ATPasi.

L'espressione dellisoforma di PM+ATPasi diA. thalianaAHAL in cellule
del lievito S. cerevisiagappresenta un ottimo sistema modello per poter
studiare sia la funzionalita che la regolazionguisto enzima, costituendo
un modello semplificato per riprodurre processiof@ici che avvengono
nelle cellule vegetali (Villalba et al., 1992; Pairan e Christensen, 1993).

Il ceppo di lievito RS-72, trasformato, era gia padisibile nel nostro
laboratorio. Il ceppo contiene il frammento di DNAdificante per la pompa
protonica inserito nel plasmide episomale Yep3fbsto sotto il controllo
del promotore del geneMA1, che codifica per la HATPasi di lievito. In
guesto modo l'espressione del gelidAl risulta fortemente indotta in
presenza di glucosio nel terreno di coltura (Er@sdsamcedo, 1987;
Capieaux et al., 1989). Inoltre nel lievito, il geeromosomal®MAL é stato
posto sotto un promotore inducibile da galatto€im et al., 1987). In questo
modo, in presenza di galattosio, il ceppo di liesprime IPMAle la H-
ATPasi vegetale, mentre in presenza di glucosgpiéssione dPMAL é
soppressa e risulta espressa esclusivamente ffisafti H-ATPasi vegetale
(Villalba et al, 1992; Palmgren e Christensen, 189B994; Regemberg et
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al., 1995; Baunsgaard et al., 1996). La pompa picéoviene espressa, in
una forma per lo piu inattiva, prevalentemente &lllb del reticolo
endoplasmatico, dove rappresenta circa il 40-500é geoteine (Villalba et
al., 1992).

Gia in precedenza, nel nostro laboratorio, il sistesi € dimostrato molto
utile per studiarén vitro I'effetto di stimolo delle proteine 14-3-3 sulifaita
fosfoidrolitica della pompa protonica vegetale.gampa protonica vegetale
risultando espressa in forma inattiva e scarsanmasferilata, condizione
questa che la rende incapace di interagire direttéencon le 14-3-3, puo
essere stimolata in modo significativo e ben ripiddile solo in presenza
della fitotossina fusicoccina (FC). Abbiamo quindilizzato questo sistema
per verificare se lisoforma della 14-3-3 GF14-@jmslasse ['attivita
fosfoidrolitica della pompa protonica in presenzaSpm. A 20 pg di
membrane, ottenute come descritto nel paragral@, 3ono state aggiunte,
oltre la GST-GF14-6, quantita crescenti di Spm k&, 20 uM, 50 pM, 0.1
mM, 0.2 mM, 0,5 mM, 1,0 mM) . La figura 418ostra I'andamento della
curva. La stimolazione della pompa € saturabile ,2 @M di Spm
concentrazione paragonabile a quelle in gradodiirie gli effetti fisiologici
come suggerito da Evans e Malberg (1988l grafico si evince anche un
valore 3, pari alla meta della stimolazione massima, appmuasimene pari
a70 uM.

Lo stesso reticolo endoplasmatico € stato utilzbatesperimenti di overlay
in presenza o assenza di Spm e FC.
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Fig. 4.8 Attivita ATPasica di membrane trattate inm vitro con quantita
crescenti di Spm (5 pM, 20 uM, 50 pM, 0.1 mM, 0.2 mM, 0,5 mM, 1,0
m)

La figura 4.9 mostra l'overlay della GF-14-6 corplampa protonica. Anche
in questo caso l'aggiunta della Spm permette talerazione in maniera
simile alla FC. La contemporanea presenza di spRCesembra essere
additiva, e cio suggerisce un diverso meccanisnazidine.

FC - - + 4
gpermina ) T ) T
H - ATPasi = - - -

Fig. 4.9 Saggio di Overlay condotto su reticolo endoplasmatico incubato
in vitro in presenza ed in assenza di FC e/o Spm.
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4.4 Effetto delle poliammine nell’interazione dellel4-3-3
con il C-terminale dellH*-ATPasi

E stato dimostrato che gli ultimi tre residui delmdnio C-terminale della
H*-ATPasi, YTV, sono direttamente coinvolti nel legandella pompa
protonica con le proteine 14-3-3, in modo dipendetdlla fosforilazione
della penultima treonina (Fulsgang et al., 199%®relid et al., 1999). Dati
ottenuti precedentemente nel nostro laboratoridizzgndo gli ultimi 103
aminoacidi del dominio C-terminale dellisoforma’™-ATPasi di mais,
MHAZ2, espressi irE. coli come proteina di fusione alla GST (GST-CT),
avevano dimostrato comig, vitro, l'interazione con la 14-3-3 potesse essere
indotta, in modo indipendente dalla fosforilaziordglla fitotossina FC
(Fullone et al., 1998). Infatti ifE. coli, privo di serina /treonina protein
chinasi, la sequenza di legame alle 14-3-3 nongssere fosforilata e quindi
l'interazione osservata con la GF14-6 ricombinaistdtava necessariamente
essere dipendente dalla FC.

Al fine di verificare se le poliammine fosserogrado di influenzare anche
I'interazione con il solo C-terminale, sono staihdotti saggi di overlay
utilizzando come bersaglio il dominio C-terminaleslld H-ATPasi,
espresso come proteina di fusione alla GST. La GSkrm, gia

disponibile nel nostro laboratorio, & stata espresspurificata secondo
guanto descritto nel par 3.13.

C Cdv Put Spd Spm FC
40kDa —i» -

Fig.4.10 Saggio di Overlay. Il C-term dell’H*-ATPasi, fuso alla GST, ¢
stato trasferito su membrana di nitrocellulosa ed incubato con [*2P]-
GF14-6 in presenza di 0,2 mM Cdv, Put, Spd, Spm o 10 pM FC.

Il saggio e stato condotto come descritto in prened, utilizzando come
bersaglio 3 pg di GST-C-Term e, dove previsto, laggiunta di FC 10 uM
0 0,2 mM Spm (o le altre poliammine) nel tampomecdbazione.

In figura 4.10 e riportato il risultato del saggioa banda relativa al C-
terminale della pompa protonica (banda da 40 kDagibile nel campione
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con Spm, anche se meno evidente del campionetdratta FC. Le altre PA
non sono in grado di indurre l'interazione tra 13-8 H-ATPasi.

Questo interessante risultato ha quindi mostratpeleuliare azione della
spermina nel favorire l'interazione tra le 14-8-8BH'-ATPasi. Sebbene con
un diverso meccanismo rispetto alla FC, la Sprbtageda “ponte” tra il C-
terminale del’H-ATPasi e le 14-3-3 a differenza delle altre poliaime che
risultano inattive, probabilmente a causa della lanferiore lunghezza
molecolare e del loro ridotto numero di caricheifpos

4.5 Il ruolo del C-terminale delle 14-3-3 nell'inteazione
con le poliammine.

Come gia detto in precedenza, le poliammine sondecuote cariche
positivamente ed il loro meccanismo molecolare satwm proprio sulla
capacita di legarsi a bersagli di carica opposta.

Osservando la struttura e la distribuzione di ¢taridelle proteine 14-3-3 si
puo notare che la “zona” maggiormente ricca dioterinegative, e quindi
guella potenzialmente coinvolta nell'interazione ¢® poliammine, coincide
con la regione C-terminale ed in particolate caruflimi 22 aa. Nella fig.
4.11 vengono riportati i domini C-terminali di gtratisoforme di 14-3-3
dove si pud vedere [lalta concentrazione di amiihaccarichi
negativamente.

GF14-6 DISEDPAEE IREAPKRDSS EGQ
GF 14w DMQDDAADE IKEAAPKPT EEQQ
14-3-3C DTaQG DEA EAG EGG EN
14-3-3¢ DMQGDG EEQNKEALQ DVEDENG

Fig.4.11 Allineamente dei domini C-terminale delle isoforme di 14-3-3:
GF14-6, GFl4ew, 14-3-3¢, 14-3-32,

Per verificare se effettivamente il sito di intecme delle poliammine
risiedesse nel dominio C-terminale, € stato prodeitt mutante della GF14-
6 deleto degli ultimi 22 aa. La delezione é statalptta, come descritto nel
paragrafo 3.10, mediante la metodica del "quickngea Il plasmide

contenente il cDNA di GF14-6 e stato replicatoize&ndo due nucleotidi
antiparalleli descritti nel par 3.2. Il successivattamento della miscela di
reazione con l'enzima di restrizione Dpnl permditteaglio selettivo del
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plasmide stampo, contenente specifiche sequenziatmeiconosciute dalla
endonucleasi, ma non del plasmide di nuova sinthsirisulta non metilato.
L'introduzione della mutazione é stata verificatedante sequenziamento.
Le proteina mutata é stata espress&.ooli come proteine di fusione alla
GST e purificate mediante cromatografia di affinita

Lo schema del mutant®C22 é riportato in fig. 4.12: il residuo Asp240 é
stato mutato in codone di stop; a valle di quessta® anche introdotto un
sito di restrizione Smal per facilitare lo scregndei cloni mutati.

GF11-6 wild type
Asp240

— Mutante A22

Stop

Tig. 4.12 Schema del mutante di delezione AC22

La proteina mutata & stata espressa in E.coli quoieina di fusione alla
GST. In fig. 4.13 é riportato il gel della proteiespressa.

- 6ST-6F14-6
“Poo T sT-ac2e
- 6F14-6
- .J_"— AC22
-8
*L_ossT

Fig. 4.13 SDS-PAGE. Profilo elettroforetico della
proteina GF14-6-AC22. 1- pcsi mlccolary, 2- GST-
GI14-6 WT 3- GST-AC22 cloneA 4- GST-AC22
cloneB 5- GF14-6 digerilo con lrombina 6- AC22
(clone A) digerito con trombina, AC22 (clone B)
digerito con trombina.

Il mutanteAC22 e stato saggiato in esperimenti di overlaygmalizzare la
capacita di interazione con [PHATPasi. In fig. 4.14 & riportata
'autoradiografia: in corsia 1 sono state caridatenembrane di mais ed in
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corsia 2 il solo C-terminale. La sonda radioattv&ostituita nel caso del
controllo (a sinistra) dall&fP]-GST-GF14-6 e nellaltro caso (a destra) dalla
[**P]-GST-GF14-6AC22. Si evince che il mutanteC22 ha una capacita di
interazione notevolmente maggiore rispetto la jmat€&F14-6. Cio risulta
anche piu evidente nell'interazione con il soloe@tinale della pompa
protonica.

ERETNNEY

«— H'-ATPasi

@ e 9 — GsTCtem

WT AC22

Fig. 4.14 Saggio di Overlay su membrane (1) e C-Terminale (2) incubati
con [#P]-GT14-6 (WT) e [3ZP]-AC22 (AC22),

Anche il saggio di attivita fosfoidrolitica dellampa protonica (figura 4.15)
si e rivelato in accordo con i dati di interaziodenostrando che il mutante
AC22 stimola maggiormente lattivita dellFATPasi. Tale attivita del
mutanteAC22 puo ricondursi al ruolo autoinibitorio del Grténale della
proteina 14-3-3.
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Fig 4.15A1vita fosfoidrolitica dell’H - ATPasi in presenza di GF14-6
(M) e del mutante AC22 (A).
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Si é voluto quindi verificare l'effetto della Spnull® stesso mutante.
Abbiamo cosi eseguito esperimenti di overlay caxdR2 in presenza ed in
assenza di 0,2 mM Spm.

L'autoradiografia riportata in figura 4.1@ostra che il mutantaC22, pur
interagendo meglio del WT con PPFATPasi, non mostra differenze in
presenza di Spm e continua a hon essere in gradtedagire con il solo C-
terminale della pompa protonica. Cio dimostra @heegione C-terminale é
coinvolta direttamente nell'interazione con la Spm.

1 2 1 2
.- «— H"-ATPasi
-gpermina
-— - &4— H-ATPasi
+spermina
- €& GST-C-term
14-3-3 AC22
Fig. 4.16 Overlay condotto in presenza ed in assenza di Spm su
membrane (1) e sul C-term (2).

Un’analisi piu approfondita della caratteristical dautante AC22 e della
diretta interazione poliammina/14-3-3 e stata et mediante 'uso della
sonda fluorescente bis-ANS [4,4-bis(1-anilininapgha 8-sulfonate)],
sensibile all'idrofobicita dell’ambiente in cui 8ova. Il risultato € mostrato
in fig. 4.17. Il legame della poliammina alla GF&4 in grado di provocare
un cambio conformazionale che porta all’'esposizidineesidui idrofobici.
Tale effetto e rilevato dall’aumento dell'intensidalla fluorescenza emessa
dal bis-ANS ed e una chiara indicazione della thiretterazione della Spm
con la proteina 14-3-3.
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E’ stato condotto lo stesso esperimento con il metAC22. L’assenza di
variazioni dell'intensita della fluorescenza emessaferma che il mutante
AC22 non risente della presenza della Spm.

|
%/

GF14-6— Spm
g e P al
. » AC22 + Spm

| b |
" 15
* " L

GF11-6 s AC22
e - - = - LE . - . - -
LT T ] ) (-] 0 om o 1 20 L] a4 “ L] “ = 1) £l £l L

Fig. 4.17 Fitetto della spermina sulla proteina (GF14-6 e sul mutante AC22 misurato con la
gonda fluorescente Bis-Ans [4,4°-biz (1-anilinonapthalene 8-sulfonate)] . Lo spettro di
emissione di 1 uM bis-ANS & stato misurato dopo IPaggiunta di 5uM GF14-6 0 AC22 e 0.2
mM Spm. La lunghezza d’onda di eccitazione e 385 nm mentre la fluorescenza di emissione &
stata misurata nell*intervallo 410-590 nm.

4.6 Analisi dei residui della GF14-6 direttamente
coinvolti nell’interazione con le poliammine.

Come osservato nel precedente paragrafo, la dakedegli ultimi 22 aa del
C-term della GF14-6 provoca I'abolizione della skifiga alla Spm. Si sono
quindi voluti analizzare i singoli residui direttarte coinvolti nel legame,
osservando che, come accade in altri sistemi (Bawiet al., 1999, Coffino,
2000, Satriano et al., 2001), la caratteristic&cagpositiva delle poliammine
permette loro di legare molecole cariche negativame

Sono stati creati tre mutazioni puntiformi della X8F6 in cui i residui di
Asp e Glu sono stati convertiti in residui di Ala:

232-DNLTLWTSDISEDPAEEIREAPKRDSS=GQ
o) mutante D240A-E243A-D244A
v) mutante D256A-E259A

Anche questi mutanti sono stati prodotti mediaatanietodica del “quick
change” come descritto nel par. 3.10. Le proteingabte sono state espresse
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in E.coli come proteine di fusione alla GST e purificate @et

cromatografia di affinita.
La fig. 4.18 riporta il profilo elettroforetico dali mutanti.

12 3456 789

—

T 1T

“«. - -Seve
Yewey

Fig. 4.18 SDS-PAGE. Profilo elettroforetico dei mutanti puntiformi della
GF-14-6. 1- Pesi molecolari; 2- GST-GF14-6 (controllo); 3- GST-E247A-
E2514A; 4- GST-D256A-E2594; 5- D240A-E243A-D2444; 6- GST-
GF14-6 (controllo) digerito con trombina, 3- GST-E247A-E251A
digerito con trombina; 4- GST-D256A-E259A digerito con trombina; 5-
D240A-E243A-D244A digerito con trombina;

Nelle corsie 2,3,4,5 sono stati caricati 10 pl idscun campione fuso alla
GST. Nelle corsie 6,7,8 e 9 invece sono caricatstgissi campioni digeriti
con trombina e quindi privi della GST. Il diversooflo di corsa, ben
evidante soprattutto tra i campioni digeriti, € dmvalla diversa carica dei
mutanti.

Al fine di verificare se tali mutazioni fossero igrado di influire
sull'associazione tra la Spm e la proteina 14-8s8p stati condotti saggi di
overlay utilizzando preparazioni di membrane plastha di radici di mais
contenenti 'H-ATPasi purificata come descritto in 3.11. Tremptg di
proteine di membrana plasmatica sono stati sedar@DS-PAGE al 10% e
trasferiti su membrana di nitrocellulosa come déscin 3.16. Come sonda
sono state utilizzate alternativamente la GF14iénoitanti, marcati cof’P
come precedentemente descritto.

La Fig. 4.19iporta l'autoradiografia dell’overlay.
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Fig. 4.19. 20 mg di membrane (corsie 1 ¢ 2) e 3 mg di C-term (corsia 3) sono stato separati
in SDS-PAGE al 10%, trasferite su filtro di nitrocellulosa ed incubate rispettivamente con:
la proteina GF14-6 (WT) il mutante E247A-E251A (), il mutante D240A-E243A-D244A
() e il mutante D256A-E259A (7). Nei pannelli in alte & riportata Iinterazione in assenza
di 8pm mentre nei pannelli in basso in presenza di 0,2 mM di $pm.

In assenza di spermina non c’é una sostanzialereifza nell’interazione
dei mutanti con la pompa protonica, rispetto allel1&6. Al contrario
I'effetto di stimolo della spermina &€ molto piu dgnte con la GF14-6 che
con i mutanti, in particolare i mutarftiey. E’ quindi probabile che i residui,
D240, D243, D244, D256 e E259 siano direttamentavotii nel legame

con la spermina.
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4.7 Confronto tra Mg®* e poliammine nell'attivazione
delle 14-3-3

Vari autori hanno osservato che spesso le poliammimnazie alle loro
caratteristiche strutturali ed elettrochimiche diigationi, possono essere
sostituite ai cationi metallici nell'interazione rcaliversi target. Si € cosi
voluto saggiare linterazione con 'HATPasi sia della GF14-6 sia della
GF14-6AC22 mediante esperimenti di overlay condotti insprea o in
assenza (aggiunti o meno al tampone di incubaztiaajello ione Mg che
di Spm.

La fig. 4.20 riporta il risultato ottenuto con laF&4-6: € gia noto che il
legame delle 14-3-3 alla pompa protonica e dipereddalla presenza del
Mg® (Fullone et al., 1998); la presenza della sola Spstabilisce
l'interazione ed in maniera lievemente maggiorpeito al solo catione. Un
segnale ancora piu forte si ha in presenza dirabira

— — Pl TT-ATPasi
Spm - + + -
Mg + + - -
Fig. 4.20 Saggio di Overlay condotto su membrane in presenza eo
assenza di Mg?* incubate con [32P]GF-14-6.

La fig. 4.21 riporta il risultato ottenuto con il utante GF14-6\C22:
linterazione con I'H-ATPasi non & dipendente dalla presenza dei" Mg
della Spm. La presenza di entrambi non alteraviéllld di interazione
confermando quanto esposto in precedenza: il legdeheatione e della
Spm coivolge il dominio C-term. La rimozione degliimi 22 amminoacidi
rende il mutante insensibile alla presenza df'\gdi Spm.
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..- - - « H'-ATPasi
‘ Spm - - + +

Fig. 4.21 Saggio di Overlay condotto su membrane in presenza e/o
assenza di Mg?"incubate con [F2F]AC22.

Questi risultati sono anche stati confermati daeesgenti di legame al
peptide bL15Vp.

Dati precedenti avevano dimostrato che in saggledamein vitro un
peptide sintetico, biotinil-LKGLDIDTIQQNYpTV (bL15Y), riproducente
gli ultimi 15 aminoacidi dellisoforma di HATPasi di mais MHA2, & in
grado di associarsi alla GF14-6. Il legame ris@taaoltre fortemente
indotto in presenza della fitotossina FC. Lo stesea si osservava con
l'analogo peptide non fosforilato (bL15V). Entrambéosfopeptidi sono
coniugati, all'N-terminale, ad una molecola di lnate sono stati cosi
immobilizzati su di una resina di agarosio a cligata covalentemente la
streptavidina.

| peptidi sono stati poi incubati conp@ (200.000 cpm) di’P-GF14-6, in
presenza o no di Mge/o Spm, e dopo opportuni lavaggi, & stata miaueat
radioattivita associata alla resina, come desdant18.

In figura 4.22 é riportato il grafico corrisponderdl risultato del saggio.
Come si pud osservare, i dati ottenuti sono in @xoon i precedenti dati di
overlay: la presenza di Spm stimola l'interazioe#adGF14-6 con il peptide
e lo fa in maniera maggiore che in presenza del M . L'assenza di
entrambi non permette invece l'interazione.
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Fig. 4228aggic di legame al peptide bL15Vp in presenza ed in assenza
di SprvMgi™,
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PARTE Il. Regolazione dellH'-ATPasi mediata
da una via di trasduzione indotta da zuccheri

4.8 Effetto della carenza di glucosio sullH-ATPasi di
plasmalemma

Recentemente & stato osservato da Cotelle et08l0)YZhe anche le proteine
14-3-3 sono coinvolte in processi regolati daglccheri; in particolare e
stata dimostrata la perdita dell'interazione comedsi loro targets e la
conseguente degradazione di quest’ultimi mediange wia di trasduzione
del segnale esochinasi dipendente. Sulla baseddiscié voluto osservare
I'effetto dell’assenza di zuccheri nel sistema 1343°-ATPasi. La prima
analisi condotta é stato un saggio di attivitadablitica come riportato nel
paragrafo 3.19Apici di radici di mais di circa 5 mm sono statcubati per
diversi tempi (Oh, 6h, 12h, 24h, 36h e 48 h) incip tampone (par. 3.%)
assenza e in presenza di glucosio (0,2 M). Sua@ssinte sono state
purificate le membrane plasmatiche, come descnigopar. 3.11, e si e
proceduto effettuando il saggio di attivita. La 4igg3 mostra come 'assenza
di glucosio porti ad una marcata riduzione deilét fosfoidrolitica, che
risulta ben visibile gia dopo 12 ore di incubaziofoirca 29%) e che
raggiunge il massimo dopo 24 ore di incubazion&q62

o
-
I~

o
(= Y
= N

o
8

—+—G
—a—NG

Aftivitd Bpecifica
(urnol Pifmin = mg prot)
o
8

o
€

o
S

0 12 24 36 8
tempo (k)

Fig. 4.23 Curva dell’attivita specifica dell’H+-ATPasi di radici di mais,
incubate in presenza (G) o in assenza (NG) di glucosio (0,2M), misurata a
diversi intervalli di tempo (0, 6,12,24,36,48 h)
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4.9 Effetto degli zuccheri saccarosio e mannitolau’H *-
ATPasi

Per escludere che la riduzione dell'attivita dghampa protonica fosse
dovuta ad uno stress osmotico subito dalle radieissenza di glucosio, si €
eseguito lo stesso esperimento in presenza edémzs di 0,2M mannitolo,
uno zucchero non metabolizzabile ed incapace dvaatt le vie di
trasduzione del segnale dipendenti da zuccheriefLet al., 2000). Come
controllo positivo € stato utilizzato 0,2 M sacaiop uno zucchero che, una
volta entrato nella cellula, viene idrolizzato idugpsio e fruttosio,
producendo cosi gli stessi effetti del glucosio.

0,09
008 | T T
’g 0,07 -
2 5 0061
3 E o5
&g
-« E 0,04 -
= E 003
& g 002 T -
~ 001
0 . . :
G suc NG MAN
[0,2 M]
Fig. 424 Attivita fosfoidrolitica dell’H*-ATPasi di radici di mais
incubate con: G - 0,2 M glucosio; SUC — 0,2M saccarosio; NG —
assenza di glucosio; MAN — 0,2M mannitolo.

| risultati in fig.4.24mostrano che l'attivita fosfoidrolitica delle merabe
plasmatiche, purificate da radici incubate con ntalm (MAN), e
paragonabile a quella delle radici incubate in @odi di carenza di
glucosio, ad esclusione quindi del fatto che sieps¢ trattare di stress
osmotico.

88



4.10 Altre osservazioni sulla carenza di glucosio e uso
della cicloeximide

Gli effetti osservati sul’lF-ATPasi in condizione di carenza di glucosio,
potrebbero essere il risultato sia di una riduzideelivelli enzimatici sia di
una inibizione dell'attivita dell’enzima stesso.rRerificarne I'ipotesi sono
stati analizzati i livelli di enzima mediante Westdlotting, come descritto
nel par. 3.17, utilizzando anticorpi diretti contrdominio C-terminale della
pompa protonica. Come mostrato in fig.4.25 panndéljoa), non viene
osservata nessuna variazione significativa delntita di H-ATPasi dopo
24 h di incubazione degli apici radicali in prese®zin assenza di glucosio.
Cio indica che la pompa non subisce alcuna degi@uain condizione di
carenza di zuccheri e cio risulterebbe anche intrasto con quanto
osservato in precedenza da Cotelle et al. (2000).

Sempre mediante Western Blotting si sono voluteervsse le eventual
variazioni di livelli delle proteine 14-3-3 assdeialla membrana plasmatica
e presenti nel citosol. La fig 4.25 pannello A, mpstra una notevole
diminuzione dei livelli di 14-3-3 associate a meare purificate da apici
radicali sottoposti a carenza di glucosio. L'effethon & dovuto alla
riduzione complessiva dei livelli di 14-3-3 poichél citosol non si osserva
la stessa variazione (fig 4.25 pannello A, c¢)).cheenza di zucchero quindi,
sembrerebbe causare [l'inibizione dell'attivita d¢lFATPasi riducendo
esclusivamente i livelli di proteine 14-3-3 assteia membrana. Per
confermare tale ipotesi e stato condotto un sadgaverlay, come descritto
nel par. 3.16, su membrane purificate da apiciceddsottoposti a carenza di
glucosio e su membrane di controllo. L'autoradidigraiportata in fig 4.25
pannello B dimostra che, negli apici radicali sptisti a carenza di glucosio,
le proteine 14-3-3 perdono completamente la capaciinteragire con I'H
ATPasi.
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Fig.425 Pannello A: Western blotting delle radici di mais incubate in
presenza ((3) ed in assenza (N(G) di glucosio: a) membrane plasmatiche
analizzate con anticorpi anti-H*-ATPasi; b) membrane plasmatiche analizzate
con anticorpi anti-14-3-3; ¢) citosol analizzato con anticorpi anti-14-3-3.

Pannello B: Overlay delle membrane di radici di mais incubate in presenza
(G) ed in assenza (NG) di glucosio.

In letteratura & noto che i processi osservatimaréa carenza di glucosio
sono reversibili entro le prime 72 ore (Koch, 1998¢r verificare se anche
l'attivita dellH*-ATPasi potesse essere in qualche modo ripristirsatao
stati incubati gli apici radicali in assenza di ggio per 24 ore, e
successivamente trasferiti in tampone contenet&I@lucosio per 24 ore.

| risultati ottenuti sono riportati in fig 4.28 effetto della mancanza di
glucosio sull'attivita della pompa protonica risulteversibile; il campione
NG/G recupera circa il 90% dell'attivita fosfoiditita. Nello stesso
esperimento si € anche osservato che il contemporaiattamento di apici
radicali, in precedenza sottoposti a 24 h di map&ati glucosio, con 200
UM cicloeximide (inibitore della sintesi proteica)con Glu non porta al
ripristino della condizione iniziale. Questi ristit indicano che I'effetto non
sia dovuto al metabolismo del glucosio, quanto mgneciso segnale dello
stesso zucchero che coinvolga la sintesi proteica.
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Fig. 4.26 Attivita fosfoidrolitica dell’H*-ATPasi di radici di mais
incubati con: G — glucosio; NG — assenza di glucosio; NG/G
assenza di glucosio per 24h e successiva aggiunta di glucosio;
NG/G-CHX - assenza di glucosio per 24h e successiva aggiunta di
glucosio e cicloeximide (CHX).

Nelle cellule vegetali infatti le vie di trasduzerdel segnale regolate da
zuccheri portano in genere ad una attivazione/sspee di alcuni geni
specifici e di conseguenza all’attivazione/repmssidella sintesi proteica. |l
glucosio sembra avere un’attivita regolatoria prowando la sintesi di
proteine in grado di attivare, in modo diretto alifetto, 'H-ATPasi di
plasmalemma.

4.11 Uso degli inibitori di fosfatasi

Com gia detto precedentemente, € noto che le 14e€38ndo I'H-ATPasi,
riconoscono una treonina fosforilata posta nel adoniC-terminale della
pompa protonica (Fuglsang et al.,1999; Svennelidlg1999). Si & cosi
ipotizzato che, la perdita di tale interazione davalla carenza di glucosio,
fosse legata alla defosforilazione del residuo rdoriina da parte delle
protein fosfatasi.

Per verificare questa ipotesi si e fatto uso dhifori di fosfatasi; 1 uM
OKA (acido okadaico) e 1 uM MC (microcistina) sostati aggiunti al
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tampone degli apici radicali posti precedentemamtassenza di glucosio.
Sono poi stati effettuati esperimenti di Westerattblg e saggi di attivita
fosfoidrolitica. La fig.4.27 mostra i risultati ettuti: entrambi i trattamenti
contrastano I'effetto inibitorio della carenza digpsio; I'attivita ATPasica
rimane invariata (fig 4.27 A) e non si osservandazioni dei ne livelli di
H*-ATPasi, tanto meno di quelli delle 14-3-3 (fig24.B). La carenza di
glucosio quindi, inibisce I'associazione delle 18-3al’H*-ATPasi
riducendo i livelli di fosforilazione sul C-termileadella pompa protonica,
sito di legame per le 14-3-3.
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Fig.426. Pannello A: Attivita fosfoidrolitica dell’H+-ATPasi di
membrane di radici di mais incubate con 0,2 M glucosio (G), assenza
di glucosio (NG), assenza di glucosio ma con aggiunta di 1 pM acido
okadaico (NG+OKA), assenza di glucosio ma con aggiunta di 1 pM
microcistina (NG+MC).

Pannello B: Western blotting degli stessi campioni del pannello A,
condotto con anticorpi anti-14-3-3 e anti H*- ATPasi.

4.12 Uso degli analoghi del glucosio
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Per comprendere meglio i fenomeni specifici allaebaella risposta alla
carenza di zuccheri, sono stati utilizzati alcunalaghi del saccarosio:
palatinosio o glucosia-1,6-fruttosio, lattulosio o glucosig-1,4-fruttosio e
turanosio o glucosio-1,3-fruttosio. Tali zuccheri non sono metabolizzat
dalle cellule vegetali, ma sono in grado di at&vé vie di trasduzione del
segnale del glucosio (Koch, 1996; Loreti et al.0®@0 Sono cosi stati
incubati gli apici radicali a tempi differenti cé@)2 M di ciascuno zucchero.
Gli effetti dei disaccaridi sull’associazione 1884"-ATPasi, sono simili a
quelli del glucosio solo dopo brevi periodi di teshento (fino a 6 h di
incubazione). Per periodi piu lunghi di incubaziphattivita della pompa
protonica non € piu conservata. La fig.4.28 ripantastogramma l'attivita
fosfoidrolitica del’H-ATPasi di apici radicali incubati con i diversi
zuccheri analoghi del saccarosio. Si evince chargdioghi sono in grado di
mantenere elevata I'attivita della pompa protonicananiera paragonabile
al glucosio.

0,1

2l =

b 1
a &
g ® 0,07 1
5 n 006
2o
[ Olw 4
g B
Ea 0D
H7 003

£ oo

= 0

OID1 ] .
0 : : : :
G NG LACT PAL R
[0,2 M]

Fig 428 Attivita fosfoidrolitica dell’H+-ATPasi di membrane di apici radicali
incubati con: G — glucosio, NG — assenza di glucosio, LACT — lattulosio, PAL
— pallatinesio, TUR — turanosio.
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Fig.4.29 Pannello A. Western Blotting condotto su membrane
di radici di mais incubate con: G - 0,2 M glucosio; NG —
assenza di glucosio; LAC — 0,2M lattulosio; PAL — 0,2M
pallatinosio; TUR — 0,2M turanosio. Pannello B. Overlay degli
stessi campioni del pannello A.

Il Western blotting, condotto sugli stessi campienmostrato in fig.4.29,
mostra che i livelli di 14-3-3 associati a membraisiltano comunque
comparabili tra loro. Anche il saggio di overlayevia che le 14-3-3
continuano a legare la pompa protonica in manigugparabile al controllo.
Cio dimostra quindi che l'effetto del glucosio &affivita della pompa
protonica non €& dovuto al metabolismo dello zuozch®a proprio ad un
meccanismo di percezione e di trasduzione del segttivato dal glucosio
stesso.

Il palatinosio & anche stato testato per la sul@abel ripristinare I'attivita
della pompa protonica su apici radicali sottop@sr 24 h a carenza di
glucosio. Quello che si nota in tabella 4.1 e dhgaiatinosio ristabilisce
I'attivita originaria della pompa protonica ma iraniera meno efficiente del
glucosio. L'effetto dei due zuccheri inoltre nosuita additivo suggerendo
che essi condividano lo stesso meccanismo di aitima. Il palatinosio non
e uno zucchero in grado di attraversare la memb(Roateau et al., 1999),
pertanto la sugpercezione non coinvolge I'esochinasi, maggior sens
intracellulare.

94



Tabella 4.1

Attivita fosfoidrolitica H+-ATPasi
(umol P x mif‘mg proteind)

NG/G 0.072+0.005
NG/PAL 0.062+0.003
NG/G+PAL 0.071+0.007

Questo dato e anche confermato da esperimenti ttgnelanostrati in fig
4.30, con la zucchero 2-D-glucosio. Tale zucchero viewsfdrilato
dall’esochinasi ma non puo essere ulteriormentealnadizzato dalla cellula.
Il 2-D-glucosio non riesce a produrre gi stessettiffdel glucosio sulla
pompa protonica in quanto nei campioni trattatrivo con 0,2 M di 2-d-Glu
si verifica una diminuzione dell’attivita della ppandi circa il 45%. Anche
in questo caso la perdita di attivita & correlata Eincapacita delle proteine
14-3-3 di legarsi allH-ATPasi, come mostrato nell’autoradiografia in fig
4.31. In conclusione quindi si puo ribadire cheitautilizzata dagli zuccheri
per regolare I'attivita del’H-ATPasi & esochinasi-indipendente.
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Fig. 4.30 Attivita fosfoidrolitica dell’H+-ATPasi di
membrane di apici radicali incubati con: G — 0,2 M glucosio;
NG — assenza di glucosio; 2-d-Glc - 0,2 M 2-d-glucosio

1 2 3

Fig.4.31 Saggio di Overlay condotto su membrane
di mais trattate in vivo con 1- glucosio; 2-assenza
di gucosio; 3- 2-d-glucosio.
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CAPITOLO 5

Discussione
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Le proteine 14-3-3 sono molecole chiave nella @gohe di processi
fondamentali, quali il ciclo cellulare, la trasdorze del segnale, I'apoptosi,
la trascrizione genica, tanto nelle cellule anintdle in quelle vegetali. In
particolare nelle piante svolgono ruoli peculiaggolando [l'attivita di
numerosi enzimi coinvolti nel metabolismo primargmme: la nitrato
reduttasi, la saccarosio fosfato sintasi, la gluéma sintasi e I'HATPasi di
membrana plasmatica (Fu et al., 2000; van Hemeilt,é2001; Aducci et al.,
2002). Esse svolgono il loro compito associanddisi aroteine bersaglio
mediante il riconoscimento di specifiche sequemzaenere fosforilate su
residui di serina o di treonina. Una particolargusmza di interazione e
rappresentata dagli ultimi tre residui YTV del @annale della pompa
protonica di plasmalemma*tATPasi. Quest'ultima & in grado di generare
un gradiente elettrochimico di protoni che non sélessenziale per la
regolazione dellomeostasi cellulare ma diviene ftaza motrice per
numerosi processi fisiologici (Palmgren MG., 1988&rsomme e Boutry,
2000).

Recentemente, vari studi condotti su specie vdgeatame Arabidopsis
thaliana o Nicotianaplumbaginifolia hanno ben caratterizzato il ruolo
regolativo delle poliammine nell’inibizione, da padelle proteine 14-3-3,
dell’enzima bersaglio nitrato reduttasi (Athwal eldr, 2002; Lillo et al.,
2004). Sulla base di quanto osservato si € deciaoalizzare il ruolo delle
poliammine nell’ambito dellinterazione delle priste 14-3-3 con I'H-
ATPasi.

Inizialmente, mediante esperimenti conduitvivo, € stato osservato che la
tetrammina Spm € in grado di regolare le 14-3-J'at#vazione della
pompa protonica. In particolare, sono state coedattubazioni di radici di
mais con ciascuna delle quattro principali poliameniSpm, Spd, Put e Cdv.
E’ stato rilevato un incremento dellattivita del*-ATPasi, rispetto al
controllo, solo in presenza di Spm. Le altre polidine non sono attive
anche se la Spd non risulta completamente inefficaeffetto riscontrato
sia mediante saggi di attivita fosfoidrolitica cimediante saggi di overlay,
non & dovuto alla degradazione delATPasi, i cui livelli analizzati
mediante western blotting rimangono invariati, benslovuto alla maggior
capacita delle 14-3-3 in presenza di Spm di asgicile membrane.

La differente attivita, riscontrata con le varieligmmine utilizzate, puo
essere ricondotta al differente numero di amminaredino gruppi presenti
in queste molecole: Put e Cdv non stimolano I'gétidella pompa e cio puo
attribuirsi all'assenza del gruppo amminico secoiogda Spm possiede due
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gruppi amminici primari e due secondari che potesbb conferirgli
maggiore attivita.

Tale peculiare funzione svolta dalla Spm é statmodirata anche in
esperimenti condottin vitro in cui la poliammina viene aggiunta a
preparazioni di membrane plasmatiche incubate can GF14-6
ricombinante. Anche in questi esperimenti & emessdente lo stimolo da
parte della sola Spm rispetto le altre utilizzate sono risultate inefficaci.
L’effetto della Spm sulla pompa protonica é stateriormente confermato
dall’abilita della tetrammina di stimolare la dietinterazione delle 14-3-3
con I'H*-ATPasi in saggi di overlay. La conferma della daenterazione &
stata inoltre ottenuta facendo uso della sondardhgente bis-ANS [4,4-
bis(1-anilininapthalene 8-sulfonate)], sensibilddibfobicita dell’ambiente
in cui si trova. Il legame della poliammina alla T3F6 provoca un cambio
conformazionale che porta all’esposizione di rasidiofobici. Tale effetto
e rilevato dallaumento dell'intensita della flusoenza emessa dal bis-ANS
ed €& una chiara indicazione della diretta interazigella Spm con la
proteina 14-3-3.

Procedendo con un’analisi delle concentrazionipih$ grado di stimolare
I'attivita della pompa protonica, si e riscontrditmdamento di una curva a
plateau con un massimo di stimolo a 0,2 mM e (I& concentrazione in
grado di produrre la meta della stimolazione masyipari a 70,0 uM. Cio
indica che I'effetto avuto si riscontra a concezitrai fisiologiche.

Il possibile ruolo endogeno delle poliammine ¢ ctguindi analizzato
mediante I'uso di inibitori della sintesi delle @vhmine. Numerosi studi
sono stati condotti nel corso degli anni, per medegli inibitori: DFMO,
DFMA, MGBG e CHA (Slocum, 1991) che, come si vedefig. 1.11,
bloccano la sintesi in maniera specifica e a valll. Le membrane
purificate da radici di mais incubate con tali itdh hanno mostrato una
lieve, ma sempre riproducibile, riduzione dell'att fosfoidrolitica dell’H-
ATPasi e questo ha portato a dedurre un ruololdigico delle poliammine
nell'interazione 14-3-3/pompa protonica.

Dati ottenuti precedentemente nel nostro labomtariilizzando gli ultimi
103 aminoacidi del dominio C-terminale dell'isofarl-ATPasi di mais,
avevano dimostrato comig, vitro, l'interazione con la 14-3-3 potesse essere
indotta, in modo indipendente dalla fosforilaziordglla fitotossina FC
(Fullone et al., 1998).

Un risultato nuovo ed interessante e stato ottean&dizzando l'interazione
del C-terminale con le 14-3-3 in presenza di Spmch® in questo caso la
poliammina € in grado di favorire l'interazionerimaniera paragonabile alla
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presenza di FC. Il modello ipotizzato vede la Spmgkre da “ponte” tra la
proteina e il C-terminale, cosa che le altre pofrane non sono in grado a
fare, probabilmente a causa della loro inferiomghezza molecolare e del
loro ridotto numero di cariche positive.

L'interazione delle poliammine con le 14-3-3, nieibizione della nitrato
reduttasi, & stato comparato da Athwal et al. (2@@d quello del catione
Mg** , riscontrando la possibilita da parte della Sprmiinare la presenza
del Mg”*. Un’analisi comparativa tra il ruolo della Spm leMg®", nel
sistema 14-3-3/HATPasi, € stata condotta mediante overlay e mealian
saggi di legami a peptidi. | risultati ottenuti mansuggerito un differente
meccanismo di azione: la Spm sembra stimolare imigr& maggiore
linterazione delle 14-3-3 con I'MATPasi rispetto al M§ mentre la
presenza di entrambi non sembra essere additiva.

Infine si & voluto studiare il sito di interaziodella Spm sulla 14-3-3. A tal
fine sono stati creati dei mutanti di delezioneuatormi e ne sono state
analizzate le capacita di interazione. Le poliangmibme spesso osservato,
sono molecole cariche positivamente ed esplicarortafunzione proprio
grazie a questa caratteristica. Si & cosi suppbst@sse potessero interagire
con le 14-3-3 tramite un dominio ricco in caricheegative.
Dall'osservazione della struttura della 14-3-3,e@ isibile che una “zona”
maggiormente ricca di residui carichi negativameragisponde agli ultimi
20 residui del C-terminale. Si e cosi deciso damain mutante deleto degl
ultimi 20 aa. Analizzandolo in overlay si e risa@aid una maggior capacita
di interazione con la pompa protonica, rispetta ptoteina “wild type”.

La spiegazione del fatto che il mutat€22 sia in grado di interagire con
I'H*-ATPasi in maniera migliore della proteina “wild pg’, & stata
ricondotta alla funzione autoinibitoria che avrebibeC-terminale della
proteina stessa. Tale dominio infatti, si trovamalmente ripiegato nella
cavita anfipatica della 14-3-3 e ne impedisce dfiazione con il bersaglio.
La delezione degli ultimi 22 aa rimuove il blocatt@nibitorio e permette al
mutanteAC22 di legarsi al’H-ATPasi pit facilmente rispetto alla 14-3-3
“wild type”.

Il mutanteAC22 perde completamente la capacita di interazionela Spm
a dimostrazione del fatto che quesa interagiscerjgracon tale dominio.
Un’analisi piu approfondita e stata condotta metdida creazione di mutanti
puntiformi in cui le cariche negative sono statestisaite da residui di
alanina. | risultati hanno confermato il coinvolginio di tali residui
suggerendo pero la necessita di un particolareitigl’ assunto dalla 14-3-3,
indispensabile per la corretta interazione.
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Nella seconda parte di questa tesi sono statizzadilinuovi fattori in grado
di influenzare lattivita del’H-ATPasi: gli zuccheri. E’' gia noto che in
condizioni da carenza di zuccheri, si verificandenoli cambiamenti dei
processi fisiologici come la riduzione dell'att&ienzimatica, I'arresto della
crescita cellulare, l'inizio del catabolismo dgiitli e di molte altre proteine
(Su-May et al., 1999).

Agli zuccheri é stato da sempre attribuito il rudiosubstrato metabolico.
Solo recentemente € stato visto come essi posgamire anche il ruolo di
molecole segnale, attraverso la regolazione didvigasduzione zucchero-
dipendenti (Koch, 2000).

La prima indicazione che gli zuccheri potessergualche modo regolare
l'attivita della pompa protonica & emersa dal lavdr Cotelle et al. (2000)
dal quale si evinceva che, in condizioni di caredaaglucosio, si ha la
selettiva degradazione proteolitica di alcuni emziggolati dalle 14-3-3.
Sulla base di questi risultati si e cercato di cangere gli effetti della
carenza da glucosio sull’FATPasi di plasmalemma.

Innanzitutto si & dimostrato che, in assenza diagio, la pompa protonica
subisce un’inattivazione. Tale effetto non risutusato dalla degradazione
proteolitica del’H-ATPasi in quanto i suoi livelli, misurati in sagdi
western blotting, rimangono costanti. | livelli groteine 14-3-3 invece
subiscono una diminuzione rivelando una minor ci#épada parte di
quest'ultime di associarsi allHATPasi in condizioni di carenza da
zuccheri.

L’ipotesi che la riduzione dell’attivita del’HATPasi fosse dovuta piuttosto
a shock osmotico, e stata scartata eseguendo $sostesperimento in
presenza di mannitolo, zucchero incapace di adil@wvie di trasduzione. |
risultati ottenuti in questo caso sono paragonadiliquelli ottenuti in
condizione di assenza di glucosio.

Mediante l'uso di lattulosio, zucchero non metatmbile dalla cellula
vegetale ma in grado di attivare le vie di trasdoeizucchero-dipendenti, si
& compreso che leffetto sulHATPasi dovuto a carenza di glucosio
dipende dall’attivazione/repressione di una vidarasduzione generalmente
indotta dal glucosio e non da un minor apportordrgia. Mediante 'uso
dellanalogo strutturale del glucosio, 2-d-glucgsiofosforilabile
dall’esochinasi, si € inoltre compreso che la vigg@sduzione utilizzata per
regolare I'H-ATPasi & quella esochinasi-indipendente.

E’ stato dimostrato che, in assenza di glucosid,-ATPasi subisce una
defosforilazione. Usando infatti degli inibitori It protein fosfatasi, come
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acido ocadaico e microcistina, aggiunti al tampdegli apici radicali posti
precedentemente in assenza di glucosio, non shettiinibizione di attivita
della pompa.

In conclusione quindi e possibile dire che in caiwii di carenza da
zuccheri, 'H-ATPasi di plasmalemma subisce un’inattivazione utavad
una ridotta associazione con le proteine 14-3-8othinio C-terminale della
pompa protonica subisce infatti una defosforilagiooche impedisce
I'associazione con le 14-3-3. Piu in particolarst&a dimostrata I'esisenza
di una via di trasduzione zucchero-dipendente @augrdi regolare I'attivita
del’H*-ATPasi. Tale via, che risulta essere esochinagpéndente, prevede
il coinvolgimento di uno o piu geni che determiridrero lo stato di
attivazione/repressione delle protein fosfatasin Mocomunque esclusa la
possibilita di una regolazione dell’enzima dovutéirguzione di un’altra
via di trasduzione indiretta o mediante la partezipne di altre proteine
regolatrici. La comprensione del meccanismo mobkseolalla base delle
risposte alla carenza di zuccheri &€ di fondameritaportanza soprattutto in
per la produzione di piante ad elevata tollerangaesto tipo di stress.
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