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Sommario

1.SOMMARIO

Il cuore e particolarmente soggetto a disfunzionitocondriali e numerose
cardiomiopatie sono associate ad un anomalo metatmImitocondriale o ad alterazioni
bioenergetiche mitocondriali.

Studi recenti hanno messo in evidenza come ['#tivlei mitocondri e le vie di
trasduzione del segnale cellulare influenzino larfologia dei mitocondri, ad esempio, la
frammentazione della rete mitocondriale é correddfarocesso di apoptosi. La proteina OPA
1, GTPasi appartenente alla famiglia delle dinamgéneoinvolta nel processo di fusione della
membrana interna mitocondriale e nel mantenimerita dstruttura dellecristae interne
mitocondriali. Tuttavia sono necessari maggioridstatti a contribuire ad una maggiore
comprensione delle proteine e dei meccanismi akse ldelle funzionalita di OPA 1. Nel
presente lavoro di tesi e stato studiato l'effettello stress ossidativo sulla proteina
mitocondriale OPA 1 nel cuore, dato che i mitocostino sede di produzione e bersaglio
delle specie reattive dell’'ossigeno (ROS).

Inizialmente, utilizzando cuori di ratto isolatperfusiex-vivq € stato valutato I'effetto di
ischemia/riperfusione e perfusione con perossidamigeno (HO,) sulla proteina OPA 1.
Nei campioni trattati &€ stata osservata la formazidi complessi ad alto peso molecolare
(high molecular weight, HMW) della proteina in esamin condizioni riducenti, tali
complessi vengono disgregati. Questi risultati gadb che in condizioni di forte stress
ossidativo con bD, si ha I'aggregazione di OPA 1 e che nella forroagidell’aggregato e
coinvolta la formazione di ponti disolfuro.

In seguito, mediante Blue Native-PAGE (BN-PAGE)stata eseguita un’analisi dei
complessi proteici a partire da mitocondri isotiticuore di ratto in condizioni normossiche e
da cuori perfusi con #D,. L'analisi ha dimostrato che OPA 1 aggrega in clesg di diverso
peso molecolare in condizioni native.

La formazione del complesso di OPA 1 e stata aratiizsia cellule HL-1, una linea di
cardiomiociti da atrioma murino, che in fibroblagtnbrionali murini (mouse embryonic
fibroblasts, MEFs). Al fine di indurre stress osdido le cellule sono state incubate con 1
mM H,O, per 2 ore. Il complesso di OPA 1 scompare in cdodi riducenti, confermando la
formazione di ponti disolfuro intermolecolari. Itr@d, in cellule HL-1 incubate con

concentrazioni crescenti di8, e stata osservata frammentazione della rete nmtbzde.
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Ci siamo proposti di individuare quali fossero isicei cisteinici coinvolti nella
formazione del ponte disolfuro. La struttura dgltateina OPA 1 non e stata determinata né
mediante NMR né mediante tecnica cristallografica.

In collaborazione con il Prof. S. Moro (FacoltaFirmacia, Universita degli Studi di
Padova) é stata ipotizzata la struttura 3D deltdgima mediant@omology modellingl fine
di caratterizzare quali fossero i residui cistaimisposti sulla superficie proteica. In questo
modo le cisteine 853, 856 e 874 sono stati indafideome residui piu probabilmente
coinvolti nella formazione del complesso di OPA 1.

Per confermare questa ipotesi, sono stati esedeqfii esperimenti di mutagenesi sito-
diretta a partire da un costrutto plasmidico coatt® la sequenza genica per l'isoforma 1
umana del gen®pal. Mediante questa tecnica sono stati ottenuti pldismutati a livello
delle singole cisteine 853 (C853S) e 874 (C8748)ue doppio mutante cisteina 853-6
(C853-6S). | cloni sono stati sequenziati per conége le avvenute mutazioni. Sono stati
prodotti vettori lentivirali contenenti i plasmidiutagenizzati al fine di esprimere stabilmente
la proteina di interesse nella linea cellulare MBPA 1" (gentilmente fornita dal Prof. L.
Scorrano). Sono state ottenute linee cellulariieggti la proteina OPA 1 mutata a livello del
singolo residuo cisteinico 853 e dei residui 853&ntre non € stata ottenuta la linea
esprimente la proteina mutata in C874S.

E stata quindi valutata la morfologia mitocondrialelle linee cellulari ottenute. Le
cellule C853-6S presentano mitocondri disgregati wo fenotipo simile alla linea MEBPA
17 al contrario, nelle cellule esprimenti la proei@PA 1 mutata a livello del residuo 853, si
verifica il ripristino del fenotipo di fusione mitondriale.

Al fine di chiarire la relazione tra I'aggregaziode OPA 1 e la formazione dei ponti
disolfuro, le cellule sono state incubate cofOf La formazione del complesso di OPA 1
risulta inibita in ambedue le linee cellulari camati la proteina mutata. Le cellule C853S
sono state trattate con®h per verificare la correlazione tra I'aggregaziai®tia proteina in
esame e il processo di fissione mitocondriale. dniclC853S completano il processo di
fissione mitocondriale in un tempo doppio rispetiia linea MEF WT.

Per concludere, in condizioni di elevato stressdasiso la proteina OPA 1 é esposta ad
ossidazione che ne modifica lo stato di aggreg&zidrale processo € correlato ad una
diminuzione della fusione mitocondriale e, nellélute HL-1, ad un aumentato rilascio di
citocromo c. |l meccanismo di aggregazione deltatgina e stato stabilito mediante

mutagenesi sito specifica che mette in luce ilgw#l residuo cisteinico 853.

2



Summary
1. SUMMARY

The heart is especially vulnerable to mitochonddafangements. In fact, many
cardiomyopathies are caused by anomalous mitoctabnaietabolism or alterations of
mitochondrial bioenergetics. The involvement ofaultondria in cardiac diseases is likely
to be extended to structural changes, since mitaiia activity and cellular signaling are
tightly linked with mitochondrial morphology. A m@j example of this link is provided by
the relationship between mitochondrial fragmentatamd the progression of apoptosis.
Among the proteins involved in mitochondrial dynasjithe dynamin-like GTPase Optic
Atrophy 1 (OPA 1) is required for mitochondrial emmembrane fusion and maintenance
of normal cristae structure. The research activity of this thesisswaamed at both
investigating whether OPA 1 is altered in heartsjetted to ischemia and reperfusion and
elucidating the relationships between OPA 1 chargges alterations in mitochondrial
morphology. Due to the established role of mitoah@nin generating reactive oxygen
species, oxidative stress was investigated asaatmechanism altering OPA 1 structure
and function.The susceptibility of OPA 1 to oxidettiwas initially characterized in intact
hearts, cardiomyoblasts and isolated mitochondnaisolated rat hearts perfused with
hydrogen peroxide (¥D,) or subjected to ischemia and reperfusion OPA & feand to
undergo the formation of high molecular weight (H)Méands that were barely detectable
in normoxic hearts. Since these HMW bands were obgerved in electrophoreses carried
out under non-reducing conditions, their formaticflected the oxidation of vicinal
cysteinyl residues resulting in the generationis@ighhide cross-bridges.

In mitochondria isolated from heart perfused witbOb Blue Native-PAGE (BN-
PAGE) analysis displayed the aggregation of OPAn various complexes with high
molecular weight (ranging from xx to xx). These @exes were not present in
mitochondria isolated from normoxic rat hearts. THePA 1 complex formation was
analyzed both in HL-1, a proliferating atrial camaiyocites derived from mouse AT-1
cells, and in mouse embryonic fibroblasts (MEFs)aamodel cell line. Oxidative stress
caused by incubation with ;B, resulted in the formation of OPA 1 complexes that
disappeared under reducing conditions, confirmhmg giresence of intermolecular cross-
bridges. Notably, under the same experimental ¢mmdcausing OPA 1 aggregation (i.e.,
incubation with increasing concentration ob@d) a fragmentation of mitochondrial
network was observed in HL-1 cells suggesting thadlation of cysteine residues might

hamper the ability of OPA 1 to favour mitochondfiaion.
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This hypothesis was validated by identifying whiekidues of cysteine were involved
in the formation of disulfides cross-bridges.

Since NMR and crystallographic structure of OPAsInot available, 3D structure
information were obtained by means of homology nfindeln a collaborative effort with
Prof. S. Moro (Faculty of Pharmacy, University ai®y of Padova), analyses were carried
out aimed at identifying the cysteine residues srgoon the protein surface that is also the
region involved in OPA 1 dimerization. As a resoiltthis study, cysteines 853, 856 and
874 were indicated as the residues that more ligehtribute to the formation of OPA 1
complexes.

This hypothesis was verified by performing siteedted mutagenesis experiments on
the expression construct containing wild-typpalisoform 1. By substituting the native
cysteine residues with serine. This approach alibug obtaining the following mutants:
(i) the double mutant in C853-6S; (ii) the singleitamts in C853S or in C874S. New
clones have been sequenced to ensure fidelity.iMightvectors containing the mutated
cysteine plasmids were produced in order to transd®A I MEF cell line (kindly given
by Prof. L. Scorrano). Both C853S and C853-6S esqmé detectable level of OPA 1,
while cells containing OPA 1 mutated in the singlsidue C874S were not obtained.

Cells harbouring the OPA 1 mutants were assesseditochondrial morphology.
Under control conditions C853-6S cells displayedgiuate mitochondria that is similar to
the mitochondrial phenotype displayed by OPANIEF cells; conversely, the expression
of the C853S mutant restored the fusion morphology.

Cells were incubated withJ@, in order to elucidate the relationship between APA
aggregation and disulphide crossbridge formatio®PAOl1 complex formation was
inhibited in both cell lines.

To investigate the correlation between OPA 1 aggieg and mitochondrial fission,
C853S cells were treated with,®b. In C853S mutants the time required for completing
the fission process was doubled with respect of Mi# type cells.

In conclusion these findings highlight the relevait cysteine 853 in maintaining the
role of OPA 1 in mitochondrial fusion, and espdgiah the derangement of this function
caused by oxidative stress. In fact, when cellgesging the mutant C853S were exposed
to a severe oxidative stress, OPA 1 aggregation pgented along with a significant

delay in the occurrence of mitochondrial fission.



Introduzione

2. INTRODUZIONE

| mitocondri sono organelli subcellulari complegsiesenti in tutte le cellule
eucariotiche aerobie. Indipendentemente dal tipoetlula, i mitocondri mantengono una
struttura costante data da una membrana mitocdaddaaterna (m.m.e.) e da una
membrana mitocondriale interna (m.m.i.), che, s&jeada uno spazio intermembrana,
delimitano la camera interna.

La membrana mitocondriale interna possiede undatwstau fittamente ripiegata in
strutture denominate cresterigtag, che separano il lume delistae (matrice) dallo

spazio intermembrana (Gottlieb, 2000) (figura,

|U|em5rana

interna-cristae

embrana
interna-cristae

Membrana

Cristae , e

Matrice

Figura 1. Struttura del mitocondrio e sezione da microscof elettronica

Nei mitocondri lo spazio intermembrana ha una amsiglone ionica simile al
citoplasma (Rosenberg, 2004). L'integrita delle fmeme mitocondriali risulta essenziale
per lo svolgimento di processi metabolici mitocoaliquali la 3-ossidazione degli acidi
grassi, il ciclo degli acidi tricarbossilici, la tema di trasporto degli elettroni e la
fosforilazione ossidativa. Nel cuore i mitocondappresentano circa il 30% del volume
totale delle cellule e sono importantissimi perifdtrnimento dell'energia richiesta per la
contrazione mediante il processo di fosforilaziomssidativa che consente la
trasformazione dell'energia liberata dall'ossidagia@ei nutrienti nella sintesi dellATP,
accoppiando tale processo con il consumo di ossigen
Numerose cardiomiopatie sono una diretta conseguenaleficienze nel metabolismo
mitocondriale, in quanto il cuore dei mammiferire argano che possiede un metabolismo
obbligatoriamente aerobio e risulta pertanto palditnente suscettibile alle disfunzioni
mitocondriali. Il mantenimento di una corretta fiomalita mitocondriale, rappresenta un
requisito fondamentale per la sopravvivenza de#lula in quanto la sua completa

inibizione provoca morte cellulare.
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| mitocondri sono infatti coinvolti in ambedue feodalita di morte cellulare: la
necrosi e lI'apoptosi. Un fattore chiave della \pag@otica e il citocromo c, collocato nello
spazio intermembrana, elettrostaticamente asso@#to citocromo c reduttasi, alla
citocromo c ossidasi e alla cardiolipina (lipidsimmetricamente distribuito sulla faccia
interna della m.m.i). Il rilascio del citocromo elncitoplasma determina la fase finale
dell'apoptosi attraverso l'attivazione di particolanzimi proteolitici definiti caspasi. I
mantenimento dell'integrita funzionale e strutterdélla membrana mitocondriale interna
ed esterna e dunque essenziale per impedire lau$ada del citocromo c. La permeabilita
della m.m.e. puo essere alterata dall'inserimenpoaleine appartenenti alla famiglia Bcl-
2 in grado di formare pori.

I membri antiapoptotici della famiglia Bcl-2 temim ad inibire il rilascio delle
proteine mitocondriali, rilascio che viene favorttai membri proapoptotici della famiglia,
quali Bid, Bax, Bad (Gross et al., 1999). | priradipattivatori della via intrinseca

apoptotica sono le proteine della famiglia Bcl-2i dalttori di rilascio mitocondriali, quali

Figura 2. Ruolo dei mitocondri nei processi apoptotici.n seguito allinduzione del processo apoptotico si
verificano modificazioni a livello delle membrane mitoatiali. Cio determina il rilascio di fattori proapoptoticome il
citocrono c, AlF e la proteina smac/diablo. A questi eveaséguito 'attivazione delle caspasi che innescano urcatadi
eventiproteolitici che portano a morte la cellula.

La permeabilita della m.m.e. sarebbe dunque illteatu dell'equilibrio tra le varie

proteine della famiglia Bcl-2 (Di Lisa et al., 2007
6



Introduzione
L'inserimento delle proteine formanti pori puo g@iee il passaggio di piccole
proteine, quali il citocromo ¢, ma non rende cahétla fuoriuscita di proteine piu grandi o
di complessi di proteine, quali si osservano dwdtdpoptosi. A tali fenomeni appare
contribuire in modo determinante il poro di tramsie della permeabilitd mitocondriale
(PTP). La sua struttura non e ancora stata ideat#ima si ipotizza che esso consista in un
canale C& dipendente, voltaggio dipendente e ciclosporina(GsA) sensibile, del
diametro di 3 nm situato a livello della m.m.i. pgatura del PTP determina profonde
alterazioni del metabolismo energetico, quali disppiamento della fosforilazione
ossidativa e deplezione delllATP, condizioni che@dmno difficile la sopravvivenza
cellulare. Infatti, l'apertura del PTP viene oggdimunemente ritenuto un evento
determinante nella morte cellulare sia per apopsisiper necrosi (Bernardi et al., 2006).
L'apoptosi, unitamente alla necrosi, € un fenonmarecaratterizza il danno cardiaco,
primo tra tutti lI'i'schemia miocardica. L'ischemia&usata da una diminuzione del flusso
sanguigno e da un conseguente ridotto apporto sigeso. Nelle regioni interessate da
ischemia si verificano drastiche modifiche del rhetsmo con conseguente accumulo di
ioni e metaboliti. Questi processi provocano lduppo di un elevato livello di radicali
liberi, denominate “"reactive oxygen species” (RQS).importante bersaglio delle ROS
nel danno ischemico sono i mitocondri che rappitasen anche il principale sito di
produzione di queste molecole allinterno dellalutl L'inibizione della catena
respiratoria mitocondriale favorisce infatti la foazione delle ROS. Un'ulteriore fonte
delle ROS sono le monoaminossidasi (MAO), enziroalizzati a livello della m.m.e. che
catalizzando l'ossidazione delle ammine biogenenthvaoome prodotto di reazione
fisiologico il perossido di idrogeno ¢8,). Le ROS, ed in particolare il radicale idrossile,
sono dannosi per la loro capacita di interagire roaftissime macromolecole come lipidi,

DNA e proteine.

2.1 Specie reattive dell'ossigeno (ROS)

In ambiente aerobio le cellule generano energiecjralmente a livello mitocondriale,
attraverso la riduzione della molecola di ossigadoacqua nella catena respiratoria. La
reazione di trasferimento degli elettroni avvienttrazerso passaggi progressivi e
controllati tuttavia, prevalentemente a livello amimplesso Ill, (Chandel et al., 2000)
possono originarsi ed essere rilasciati intermadziplmente ridotti dell'ossigencadicale
anionico superossid¢O; 7), acqua ossigenata @D,) e radicale idrossile (OF. Queste
tre specie, insieme a intermedi instabili derivatdlla perossidazione lipidica, vengono

definiti specie reattive dell’ossigeno (ROS).
7
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- Il radicale anionico superossidé formato dalla reazione dell’ossigeno con un
singolo elettronel.a reazione puo avvenire spontaneamente in presimnaai ferrosi, altri
metalli o metaboliti reattivi. Tale molecola si cpanta soprattutto da riducente (verso
citocromoc e ioni metallici).

L'acqua ossigenata prodotta dalla riduzione dei due elettroni dekigeno
molecolare. Questa molecola, che permea facilmdatemembrane, di per sé e
relativamente poco reattiva, tuttavia in preserizaetalli di transizione, & o CU, viene
convertita in una specie altamente reattiveadicale idrossile

- Il radicale idrossileé il terzo derivato tossico dell’ossigeno ed é il paattivo e
dannoso perché non vi sono enzimi in grado di kidlEsso si puo formare dalla reazione
dell'acqua ossigenata con’Faella reazione di Fenton (Stadtman et al., 19B&pkman
et al.,, 1996) (figura 3A): nei sistemi biologici isponibilita di ioni ferrosi limita la
velocitd di questa reazione, ma la rigeneraziorleFé& dal FE€* per opera di agenti

riducenti ne consente il proseguimento.

A Reazione di Fenton

H,0, + F&*> Fe**+ OH + OH-

B Reazione di Haber-Weiss

H,0, + 0% O, + OH" + OH:

C Reazione del perossinitrito
NO + 0% > OONO- OONO - + H* & HOONO = OH:+ NO,
Figura 3. Generazione del radicale libero idrossileA. La produzione del radicale libero idrossile che coineolg
ferro ferrico ed il ferroso € detta reazione di Fenton. B. kadpizione del radicale libero idrossile che coinvolge dicale
anionico superossido e 'acqua ossigenata viene dettmneadi Haber-Weiss. C. La produzione del radicale liberosdile
attraverso una via ferro-indipendente coinvolge I'ossitaco, il radicale anionico superossido ed il perossitutche si
formanel corso della reazione.

Il radicale idrossile pu0 derivare, ancora, perzim@e del superossido con l'acqua
ossigenata nella reazione di Haber-Weiss (figurg, ppure da radiolisi dellacqua
prodotta da radiazioni elettromagnetiche ad altargia. Inoltre puo formarsi dalla
reazione in cui sono coinvolti il radicale anionmgperossido e I'ossido nitrico (Beckman,
1996): si tratta di un percorso¥~éndipendente che, attraverso la produzione intdiane
di perossinitrito, genera il radicale idrossilereradicale dell'azoto (figura 3C). Anche il
perossinitrito ha una forte azione ossidante chdatermina la reattivita verso i substrati

biologici.
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2.2 Meccanismo di danno da ROS

Le specie reattive dell’ossigeno, in particolamadicale idrossile, possono reagire con
tutte le macromolecole biologiche (lipidi, protein@cidi nucleici e carboidrati),
ossidandole. Queste modificazioni ossidative sonmlicate nell’innesco o nella
progressione di vari stati fisiopatologici. La rieaee iniziale puo generare un secondo
radicale che reagira con una seconda macromolenakscando una reazione a catena. La
via ossidativa puo procedere attraverso due pdissbzioni:

- addizione di un OHalla molecola organica;

- estrazione di un Hlalla molecola organica.

Nella reazione di addizione il radicale ossidrilgicattacca ad un substrato formando
un prodotto idrossilato radicalico (reazione 1).e&o potra essere ulteriormente ossidato
da ioni ferrd* (reazione 2), ossigeno (reazione 3) o altri agémtiina forma pit stabile,

oppure potra dismutare (reazione 4) generando dimer

OH +R ROH 1.
ROH + Fé'+H,0 ——> R(OH}+Fé" +H' 2.
ROH+Q+H,0 —— R(OH}+Q,~ +H' 3.
ROH+'ROH ——— > HOR-ROH + 2} 4.

Nella reazione di estrazione il radicale idrossigsida un substrato (reazione 5)
formando acqua e un radicale organico (piu staidlleradicale idrossile): questo potra
reagire con una molecola di ossigeno (reazioneo®hdndo un radicale perossidico che
rapidamente estrarra un idrogeno da un’altra mtdedoeazione 7) portando alla

formazione di un secondo radicale e cosi via inreadione a catena.

OHRH——> R+ HO 5.
‘RO, —— ROO 6.
RO® RH—— R+ ROOH 7.

2.3  Stress ossidativo

Le specie reattive dell’ossigeno sono state a lwaywsiderate sottoprodotti tossici e
indesiderati del metabolismo aerobio da cui lautelki difende adottando i sistemi di
difesa antiossidante enzimatici (quali catalasiutaglone perossidasi/reduttasi e
superossido dismutasi) e non enzimatici (vit. EE, @ glutatione e acido urico). Prima di
addentrarci in considerazioni inerenti al dannostt@ss ossidativo, € opportuno tener
presente che recentemente le ROS hanno assunte ameholo fisiologico come secondi

messaggeri intracellulari (Finkel, 1998).
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Ad esempio la produzione di ROS da parte delleulefagocitarie costituisce un
meccanismo di difesa essenziale dagli agenti imfettnalogamente le ROS prodotte per
stimolazione dei fattori di crescita sono coinvattella proliferazione cellulare (Finkel,
2000). Pertanto gli stati fisiopatologici legati@nno da ROS non derivano tanto dalla
generazione di radicali, quanto da uno squilibper fattori genetici, alimentari o
ambientali, tra produzione di forme radicalicheuaZionalita dei sistemi di difesa: tale
condizione e definita con il termine di "stressidagvo".

Il meccanismo con cui le ROS danneggiano le menebi#idiche €& stato ben
caratterizzato e di conseguenza il danno ossidatistato spesso esclusivamente associato
alla reazione di perossidazione dei lipidi di meantar (Esterbauer et al., 1991). In realta le
ROS sono in grado anche di degradare proteinede magecleici, con conseguenze anche
letali. Per quanto riguarda le proteine, le ROSspoe portare all'ossidazione del loro
scheletro provocandone la frammentazione, opplicssilazione degli aminoacidi che le
costituiscono, o ancora alla formazione di legangiciati proteina-proteina. Mentre il
danno ossidativo agli acidi nucleici puo esserargfp con altissima efficienza attraverso
meccanismi di delezione e inserzione, la riparazidel danno alle proteine appare limitata
alla riduzione enzimatica degli aminoacidi ossidatntenenti zolfo: infatti solo la cisteina
e la metionina sono soggette a ossidazione revlersiba riparazione di altri tipi di
ossidazione delle proteine non e stata dimosti@aroteina danneggiata diventa dunque il
bersaglio dell'azione di varie proteasi endogenmeceatepsina c, calpaina, tripsina e
specialmente del proteasoma (Grune et al., 199meset al., 1996).

2.4 Danno ossidativo alle proteine

| principi base che regolano l'ossidazione dell@gine da ROS sono stati stabiliti in
studi pionieristici da Garrison e Collaboratorip(Rjers et al., 1968) (Peterson et al., 1969)
attraverso l'esposizione delle proteine alle radiiz ionizzanti: sono stati cosi
caratterizzati i prodotti di reazione in presenz®H’, di O, e della sua forma protonata
che si formava nel corso della reazione ghi di una miscela dei tre.

Tuttavia € improbabile che la radiolisi sia la magdonte di ROS "in vivo", eccetto
in condizioni estreme come l'esposizione ad altei dib raggi x o ad alti livelli di
radioattivita. Ad esempio, in condizioni di ischemseguita da riperfusione oppure in
situazione di stress inflammatorio si evidenziaremrd tissutali mediati da un largo

incremento di radicali (Oliver et al., 1990).
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Questa alta capacita cellulare a generare radibalii non mediata da radiolisi mette

in luce I'importanza di altri sistemi pro-ossidamime illustrato in figura 4.

ANTIOSSIDANTI

PROTEINE ED ENZIMI
SOD, CAT, GPx,MSR, ferritina, transferrina

METABOLITI E VITAMINE
Vit C, E,A,GSH-GSSG,NAD(P)H-NAD(P),Mg,Mn

RADIAZIONI
raggi y, raggi x, raggi UV l = PROTI_E”_\IE
(enzimi)
INFIAMMAZIONE
= macrofagi, neutrofili ROS l
E PROTEINE
o TRASPORTATORI OSSIDATE
o
8 DI ELETTRONI RC=0
g -
& SISTEMIMCO peptidi
AA modificati
PEROSSIDAZIONE PROTEASI —»1
LIPIDICA
AA
PEPTIDI

Figura 4. Fattori legati alla produzione di ROS e modificazbni ossidative nelle proteine.SoOD:
superossido dismutasi; CAT: catalasi; GPx: glutationegsdasi; MSR: metionina solfossido reduttasi.

Fra tutti, il sistema di ossidazione metallo-catedta (MCO), che incontriamo ad
esempio nella reazione di Fenton, € la piu impoetéonte di danno ossidativo (Stadtman
et al., 2000). In presenza di*f® di C¢*, O,e di un donatore di elettroni, vari sistemi di
ossidazione metallo-catalizzati (MCO) sono in grail@ssidare i residui amminoacidici
delle proteine.

2.5 Ossidazione dello scheletro proteico
Come illustrato in figura 5, l'attacco ossidativllaastruttura proteica ha inizio
attraverso l'estrazione, da parte di ‘OHi un atomo di idrogeno da un residuo

aminoacidico sul carbonio in (reazione c): cio porta alla formazione di un oaib

radicalico. PROTEIN CROSS-
LINKAGE
R i % R
=NH-CHCO— TL‘T ~NH-G-CO— — ~NH-C-CO =
S Jo W 8
K S \(f_m
2 " A S U . . . .
" ;;"2 A" Figura 5. Ossidazione delle proteine
2 0| e mediata da specie radicaliche.

R o RO xS, ;
~NH-G-CO= *}K ~NH-G-CO- ‘%—,é ~NH-G-CO=
Q

- . -2
OH Fe¥  Fe?'+H G mMioH 8

PEFTIDE BOND
CLEAVAGE
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Il radicale idrossile necessario a tale reazioné pasere ottenuto dalla radiolisi
dell'acqua (reazione a) ma anche dalla riduzionelfoecatalizzata dell’acqua ossigenata
(reazione b). Il radicale alchilico cosi formatagesce rapidamente con l'ossigeno per
formare il radicale alchil perossidico (reazione; djuesto pud originare un
alchilidroperossido (reazione f) seguito dalla famone di un radicale alcossile (reazione

h) che puo essere convertito ad ossidrile (reazjone

Hq O HO
(N} ]} L]
NH;=C-CNHC + 0=C=NCL-
f R| Rz RS
/
. ,-": a
Ho 9% ¢ Figura 6. Frammentazione proteica attraverso (A) il
NH, —C-C-NH-C-C-NH-C-C= . o
i [ i percorso della diamide e (B) delleamidazione.
Ry R, Ry Y
\D
\
Yoomo 0o mo
NH?—(I}C-NHz + RE-C-C-NH-EI}-'C'
R Ry

1

E' da notare che i passaggi di questo percorsoatneltdill'interazione con il radicale
idroperossido possono essere catalizzati ancherdd=e2+ (reazioni e, g e i) o da ioni
Cu+ (non mostrato).

Il radicale alchilico, alchilperossidico e alco&sil possono anche reagire con altri
residui aminoacidici della stessa o di un’altra esola proteica per generare un nuovo
carbonio radicale (reazione 8) in grado di sub&azioni simili a quella illustrata in figura
5.

| | |
R'C 0 ROO 0 R'O' + RCH —— RC'+ R'H 0 ROOH o ROH 8.

I | |

Gli effetti della radiolisi sulle proteine in comzeni anaerobie sono significativamente
differenti da quelli che si osservano in condiziaerobie: in assenza di ossigeno il radicale
alchilico che si genera all'inizio del percorso ida8vo reagira con un altro radicale
alchilico per formare un legame crociato proteinatgina (reazione 9). Al contrario, in
presenza di ossigeno, si assiste ad una consideréremmentazione della catena
polipeptidica.

|

|
Jﬁc + chlz' — > BCCR 9.
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2.6 Frammentazione proteica

La generazione del radicale alcossile rappresaentaplpa fondamentale per la rottura
dei legami peptidici che pud avvenire attraverse die (figura 6): il percorso che porta
alla formazione di una diamide (reaziameo quello che porta atk-amidazione (reazione
b).

La via dellaa-amidazione genera un frammento, nella porzioner@ihale della
proteina, contenente un gruppo ddchetoacile: in seguito ad idrolisi acida (reazioa
mostrata) tale frammento peptidico libera un aciethetocarbossilico che, per la presenza
del gruppo carbonilico, pud essere quantificatoraaérso la reazione con 2,4-
dinitrofenilidrazina. Tuttavia la formazione di g carbonilici dopo esposizione a
sistemi che generano ROS non puo essere usato ewidkenza di frammentazione di
proteine perché anche l'ossidazione di alcuni wésaminoacidici pud portare alla
formazione di gruppi carbonilici.

Il residuo di prolina ¢ il bersaglio preferito reecissioni: la possibilita che la rottura
del legame peptidico potesse risultare dallossafeez della prolina e stato verificato

utilizzando sistemi di ossidazione metallo-cataiez(reazione 10).

[ J-cuuH{F-ioo- M} ':7\"0 +C0Oy; + H;N?HCG— *+H0 10.
R4CON R, R1GON Rz

2.6.1 Ossidazione della catena laterale degihaoacidi

Tutti i residui aminoacidici delle proteine sonoseettibili allossidazione da ROS.
Tuttavia i prodotti formati dall’ossidazione di ali aminoacidi non sono stati pienamente
caratterizzati. La Tabella | elenca alcuni dei ptticche si formano durante I'ossidazione
dei residui che sono piu sensibili all’'ossidazione.

2.6.2 Ossidazione di residui aminoacidici comenti solfuri

| residui di cisteina e di metionina sono part@colente sensibili allossidazione da
parte di quasi tutte le forme di ROS. In condizinon estreme i gruppi tiolici dei residui di
cisteina sono convertiti a disolfuri e i residui mietionina in metionina solfossido. La
maggior parte dei sistemi biologici puo riconvertirdisolfuri delle cistine e i solfossidi
della metionina ossidata nelle loro forme origieaiQuesto rappresenta l'unico tipo di

modificazione proteica ossidativa reversibile (B#rét al., 1997; Vogt, 1995).
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2.7 La catena respiratoria mitocondriale e la prodzione di specie

reattive dell'ossigeno

Le ROS sono generate in molteplici compartimentdaediversi enzimi all’interno
della cellula, tuttavia la maggiore produzione dairil 90%) puO essere ricondotta ai
mitocondri. Questo & una conseguenza diretta dsflerimento di elettroni lungo la catena
respiratoria. In tale processo gli elettroni ftirdall’ossidazione dei coenzimi ridotti quali
il NADH e il FADH, a loro volta generati dal ciclo di Krebs, vengomasteriti
all'ossigeno molecolare portando alla sua riduziadecqua.

Gli elettroni prima di essere assunti dall'ossigesamrrono lungo una catena di
trasportatori redox ordinati secondo un potenzdderescente e integrati nella m.m.i. |
trasportatori infatti operando vettorialmente assnmprotoni dal lato della matrice, nel
momento in cui acquistano elettroni dal trasportat@® monte, per scaricarli all’esterno
quando cedono elettroni al trasportatore a valltaDa bassissima permeabilita passiva
della m.m.i. a ioni, a soluti e in particolare aofoni, la traslocazione dei protoni porta
all'instaurarsi di un gradiente elettrochimico teadue facce della membrana interna dei
mitocondri costituito da una componente chimica eda elettrica:

Apy = zZFAW+ RTIN([H'Ti/[H o)

Si stima che il valore di questo gradiente si agmitorno ai -220mV e che in
condizioni fisiologiche in maggior parte sia rapg@etato dalla sua componente elettrica
(AW) per un valore di -180 mV. L'energia potenziale @equindi utilizzata per la
fosforilazione dellADP tramite la F1Fo ATPasi ima reazione reversibile definita
fosforilazione ossidativa.

ADP+Pi ---> ATP + HO

Un’aumentata concentrazione di ossigeno cellularaino elevato potenziale di
membrana stimolano una maggiore produzione di R@Spercentuale fisiologica della
produzione mitocondriale di specie reattive de#ligeno associata con la catena
respiratoria dipende in realtd dallo stato meta&oolmitocondriale: lo stato 4, o
respirazione basale, caratterizzato da un tasstive@hnente basso di respirazione e una
bassa disponibilita di ADP, e associato a un’attadpzione di ROS. Al contrario lo stato
3, 0 respirazione ADP stimolata, caratterizzataudaalto consumo di ossigeno e ampia
disponibilita di ADP, mostra un basso livello dioduzione di ROS, dovuto al maggior
stato ossidato dei componenti della catena respiaa(Boveris et al., 1972) (Cadenas et
al., 2000).
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| due maggiori siti di generazione di specie reattilell’ossigeno sono identificabili
con il sito I, che le rilascia nel lato matrice, Ik, che le rilascia nello spazio
intermembrana, dove si verificano le piu importaatiiazioni di energia potenziale.

Sia il flavin mononucleotide (FMN) che gli otto ¢erisolfo-ferro” presenti nel sito |
sarebbero direttamente coinvolti in tale procedso €t al., 1996). Proprio la produzione
di ROS a questo livello sembra essere importanténsergenza di diverse patologie
come il morbo di Parkinson e il morbo di Alzheimarlivello del sito Il invece, il ciclo
del coenzima Q contribuisce alla produzione ¢i (3t-Pierre et al., 2002; Turrens et al.,
1985; Turrens, 2003), in quanto le forme chinongcaemichinonica dell’'ubichinone
possono fungere da riducenti monovalenti dell’cmstgmolecolare secondo le reazioni:

UQH; + O, > UQH + H" + O,

UQH + O,--> H" + OZ"

Va tuttavia sottolineato come il CoQ nella sua farcompletamente ridotta possa
esercitare una funzione antiossidante accettandceelettrone dall’anione superossido
(Beyer, 1990). Per quanto riguarda la citocromadass si € visto che la sua inibizione
aumenta il danno ossidativo del miocardio. Taleeneento non é causato direttamente dal
complesso IV, ma da una riduzione dei centri rea@ complessi | o Ill con Il

conseguente aumento della fuga di elettroni e getduzione di ROS (Chen et al., 2003).

2.8 | mitocondri come bersaglio di ROS

Sebbene i mitocondri siano una delle maggiori foitROS sono allo stesso tempo
anche estremamente suscettibili ad un loro attawqmimo luogo perché le membrane
mitocondriali sono ricche di acidi grassi poliingatche possono andare incontro a
perossidazione lipidica di cui le ROS sono potamntiatori. In particolare il doppio strato
fosfolipidico mitocondriale dove € localizzata latena respiratoria € molto ricco di acidi
grassi poliinsaturi e quindi la lipoperossidazigne facilmente inibire la trasduzione di
energia e modificare il potenziale di membrana outawriale. In secondo luogo la
membrana interna contiene numerosi enzimi e cofdticilmente ossidabili. Tatsumi e
Kako nel 1993 dimostrano come I'attivita della NAEFOQ reduttasi e del’ATP sintetasi
siano inibite, rispettivamente del 77% e 67% rigpeal controllo, in seguito ad
un’esposizione a 1M di H,O, Si aggiunge una notevole vulnerabilitd del DNA
mitocondriale in virtu anche della sua localizzagoin prossimita della membana

mitocondriale interna, sito principale per la prodme delle ROS.
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2.9 La morfologia dei mitocondri

| mitocondri sono costituiti da una membrana esteenda un membrana interna,
separate da uno spazio intermembrana. La membndgaa mitocondriale € altamente
specializzata e, come precedentemente riportatotiec® la catena di trasporto degli
elettroni, dove avvengono i processi di fosforitena ossidativa e di sintesi di ATP.

La m.m.i. e caratterizzata dalla presenza di credie possiedono dei siti di contatto
(CS) (figura 7). Questeristae ripiegandosi formano sub-compartimenti che corteng
fattori solubili quali il citocromo ¢ ed AIF, rilagati in seguito al dispiegamento delle
cristae Le cristae hanno una struttura tubulare richiusa da una gwmez (tubular
junctions) di circa 18 nm di diametro che separeoinpartimento interno delleristae
dalla matrice mitocondriale (Scorrano et al., 200 membrana mitocondriale esterna
interagisce mediante linterfaccia con il citoplasme con gli elementi citoscheletrici

importanti per il movimento dei mitocondri all’inteo della cellula.

Figura 7. Ricostruzione 3-D, mediante tomografia elettroiita, della struttura interna di un
mitocondrio. A. Tomogramma in microscopia elettronica di una sezion@eoindriale B. Ricostruzione tomografica

in 3D: in rosa & rappresentata la m.m.e., in bianco la m.eh.in@erde la struttura delleristae C. La freccia indica una
“cristae junctiori.

Questa mobilita € essenziale per la distribuziogiendtocondri durante la divisione
cellulare, differenziazione e per posizionare iaoandri in regioni cellulari ad intensa
domanda energetica. | mitocondri scivolano lunditamenti d’actina usando chinesine e
dineine dipendenti dall’idrolisi ’ATP. La morfolag dei mitocondri € invece il risultato
dei processi di fusione e fissione, controllatiutiea serie di proteine i cui livelli e funzioni

sembrano influenzare le vie mitocondriali di margdulare.
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2.10 Fusione e fissione mitocondriale

Con il termine di fissione mitocondriale si interldeottura della rete mitocondriale in
piccoli organelli isolati. E un tipico processo cfienanifesta nelle cellule in divisione al
fine di assicurare I'ereditarieta del patrimonidaaoondriale. Tale processo avviene inoltre
durante la differenziazione, in risposta a vadazdel fabbisogno energetico della cellula
o all'esposizione a tossine (Yaffe, 1999hb)

La fissione mitocondriale viene finemente bilangiatediante il processo di fusione
mitocondriale (figura 8). La fusione ha la funziatiGnantenere i mitocondri interconnessi
in modo da ottimizzarne funzionalita quali il treasmento del potenziale di membrana
mitocondriale da regioni ricche in ossigeno a regenossiche della cellula (Skulachev,
2001). L'eccessiva fissione mitocondriale, dovudaassenza di eventi di fusione, provoca
rottura della rete mitocondriale, perdita del DNAtonondriale (mtDNA), perdita della

funzionalita respiratoria ed aumento nella prodoeidelle ROS (Yaffe, 1999a).

A. FUSIONE MITOCONDRIALE

OPA 1
e -
Fusione Fusione
membran membran
esterna interna
Complesso
proteine di
fissione
Forr.-nazi.on DRPlth|Sl Fine process
sito di difissione

fissione

Figura 8. Rappresentazione dei processi di fissione e fusie mitocondriali. | processi di fusione (A) e
fissione (B) mitocondriali avvengono sia a livello della migrana mitocondriale interna che della membrana
mitocondriale esterna. Siipotizza che le proteine o i cesgilproteici coinvolti nei due processi siano diversi.

| meccanismi di fusione e fissione riguardanti lame. sono stati ben caratterizzati,
mentre si conosce poco riguardo a tali processvelld della m.m.i. La morfologia
mitocondriale & quindi complessa, dinamica e caomainente rimodellata dagli eventi di

fusione e fissione che sono coordinati per rispondespecifiche esigenze cellulari.
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2.11  Fusione e fissione nell'apoptosi

| processi di fusione e fissione mitocondriali sastoeettamente connessi ad eventi
importanti dell'apoptosilnfatti nella maggior parte delle tipologie celltila mitocondri
sono organizzati all'interno di una rete di orghneha gia all'inizio del processo
apoptotico tale rete tende a frammentarsi (Frankalgt 2001). Questi cambiamenti
morfologici mitocondriali sembrano essere rilevaodr il rilascio del citocromo c e di altre
proteine proapoptotiche che una volta nel citoswhadano l'attivazione delle caspasi
(Cereghetti et al., 2006). Questo rilascio e cdiatim dalle proteine della famiglia delle
Bcl-2, che comprende proteine anti- e proapoptet{@uanial et al., 2004).

Non e chiaro come fisicamente interagiscano legmetcoinvolte nel rimodellamento
mitocondriale con le Bcl-2, ma studi di sovraespi@mse dimostrano che le mitofusine
interagiscono con Bax e Bak, due proteine proapmpi® appartenenti alla famiglia Bcl-2
(Neuspiel et al., 2005; Sugioka et al., 2004). Recstudi nell'ambito delle membrane
mitocondriali hanno portato a considerare la relagitra i processi di fusione e fissione
mitocondriale ed il poro di transizione della mearta mitocondriale (PTP). L'apertura del
PTP determina una profonda alterazione del metaholienergetico in quanto in seguito
provoca la depolarizzazione della membrana mitogaleded una deplezione nei livelli di
produzione di ATP. Si verifica inoltre un procesafinito swelling (rigonfiamento) della
matrice: con l'apertura del PTP si verifica l'i'gge di soluti e di acqua nella matrice
mitocondriale; il rigonfiamento di questo spazidedmina un'espansione della m.m.i., la
quale, avendo una superficie maggiore alla m.mar,puo piu essere contenuta da questa
determinandone la rottura. L'apertura del PTP vegggt comunemente ritenuto un evento
determinante nella morte cellulare sia per apopsigiper necrosi (Bernardi et al., 2006).
La riorganizzazione delle creste a livello dellamm.permette il rilascio di componenti a
basso peso molecolare quali citocromo ¢ ed AlFgapo inducing factor), tra i maggiori
attivatori della via di morte cellulare (Susin &t 4996).

Il citocromo c é una proteina fondamentale perak@a di trasporto degli elettroni ed
e localizzata normalmente nello spazio intermendm @ mitocondri. La maggior parte
della proteina & sequestrata tra destae ed il suo rilascio € subordinato al loro
rimodellamento (Scorrano et al., 2003; Scorranal €t2002). Il meccanismo molecolare
alla base di tale rilascio non e ben conosciuto, anassociato al rigonfiamento della
matrice (Mannella,2006a;Mannella,2006b;Scorranal.2002). Le proteine della famiglia
Bcl-2 hanno mostrato interazioni con le proteine ébrmano il poro e che regolano il
rilascio del citocromo c e di altri fattori proagopici come AIF (Lorenzo et al., 1999).
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| neuroni cui manca AlF presentano frammentaziogientitocondri e mancanza di
creste che suggerisce un ruolo di queste nel dantdella struttura dei mitocondri
(Cheung et al., 2006). Le proteine della famigl@-B inoltre co-localizzano con numerose
proteine di fusione e recenti evidenze indicano icfatori che promuovono la fusione
sono anti-apoptotici, mentre quelli che promuovdaofissione sono pro-apoptotici
(Delivani et al., 2006; Estaquier et al., 2006).

2.12  Proteine regolatrici della morfologia mitgondriale

Fusione e fissione mitocondriali sono controllai @TPasi appartenenti alla famiglia
delle dinamine. Le dinamineONOmeccanoenzimi ubiquitari e di grandi dimensione ch
utilizzano l'energia libera generata dall'idrolidel GTP per esercitare forze meccaniche
sulle membrane cellulari. Tali enzimi sono inoltessponsabili della tubulazione e della
vescicolazione delle membrane cellulari (McNiveralet2000).

Negli eucarioti superiori OPA 1 e mitofusine (Mf&lMfn2) regolano la fusione,
mentre il meccanismo di fissione mitocondriale @taalato da Drpl (dynamin related
protein) (Smirnova et al., 2001) e da hFis1l (mitoadrial fission 1 protein homologue).

Drpl e costituita da un dominio centrale tipicolel@inamine, un dominio effettore
GTPasico (GED) al C-terminale e dal dominio GTRasat terminale amminico della
proteina. E stato proposto che lattivita GTPasétm accoppiata al meccanismo di
curvatura della membrana mitocondriale e di fissig8mirnova et al., 2001). Un'altra
ipotesi riguardante Drpl e che tale proteina wiillzdrolisi del GTP come meccanismo
regolatorio per l'attivazione di altre molecole nancora identificate. Drpl risiede
normalmente a livello citoplasmatico ed é privaséguenze di ancoraggio mitocondriale.
Tale proteina viene reclutata sul lato citoplasomatiella m.m.e. attraverso il legame con
hFis1, una piccola proteina contenente un'elicastreembrana al C-terminale (Dimmer et
al., 2006). Sembra che hFisl svolga il ruolo dit@adare nella formazione di complessi
oligomerici ad alto peso molecolare di Drpl. Laslhoaazione di Drpl € mediata da vari
stimoli, quale ad esempio la defosforilazione dediduo Ser637 da parte dell’enzima
calcineurina (Cereghetti et al., 2008). Secondoragente modello, Drpl si associa in
anelli o spirali intorno al tubulo mitocondrialegwe si racchiude strettamente inducendone
la frammentazione (Hoppins et al., 2008).

Il meccanismo alla base del processo di fissioekadn.m.i. non & ancora stato
caratterizzato, ma potrebbe coinvolgere altre pretequali MDM33 nel lievito

(Messerschmitt et al., 2003) e MTP18 nell’'uomo (dem et al., 2005).
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Nonostante sia ipotizzabile un meccanismo di coazlone tra attivazione di fusione
e fissione mitocondriali, il processo di fusioneasvale di un distinto gruppo di molecole
effettrici.

Le mitofusine 1 (Mfn-1) e 2 (Mfn-2) risiedono amleda livello della membrana
esterna mitocondriale ed hanno un‘omologia di serueell'81%. Possiedono una regione
ad attivita GTPasica all' N-terminale seguita da vegione a struttura coiled coil. Sono
ancorate alla membrana mediante una regione arngm@mbrana che termina verso il
citosol con una regione aal-elica al C-terminale (regione HR2). Mfn-1 e 2 puoss
oligomerizzare o eterodimerizzare. Da studi condoticellule ibride derivanti da linee
wild-type e non esprimenti Mfn sembra che il ruolo degligoineri sia quello di
posizionare ed avvicinare i mitocondri mediantéedame delle regioni HR2 durante la
fusione (Koshiba et al.,, 2004). Le mitofusine praveno il processo di fusione
mitocondriale. In particolare, soltanto Mfn-1 proowe tale processo in presenza di OPA 1
(Cipolat et al., 2004). Una nuova funzione relativifn-2 riguarda il suo coinvolgimento
nella giustapposizione tra reticolo endoplasmagcmitocondri (De Brito et Scorrano,
2008). Anche OPA 1, proteina oggetto del nostraistuappartiene alla famiglia delle

proteine dinamina-simili.

213 OPA1l

OPA 1 e una GTPasi di 120 kDa localizzata nella .memello spazio intermembrana
(Olichon et al., 2003)Opa 1é stata identificata come il gene mutato nellfdrottica
dominante ereditaria (ADOA) conosciuta anche conwdattia di Kjer di tipo I, che
colpisce maggiormente le cellule gangliari dellange e causa progressiva cecita dovuta
alla perdita di queste cellule (Amati-Bonneau et 2009). OPA1 e mutata nel 90% dei
casi di atrofia ottica dominante e la maggior patée pazienti presenta mutazioni del
dominio GTPasico, della regione coiled coil delleotpina. Il 50% delle mutazioni
identificate portano alla generazione di una pratetronca e cio fa ipotizzare che
I'aploinsufficienza sia la causa della malattiar(Eeet al., 2005). Inoltre I'alta frequenza di
mutazioni non senso negli ultimi tre esoni portia &rmazione di proteine tronche in
grado di agire da dominanti negativi.

Il gene che codifica peOpa 1 & composto da 30 esoni che, mediante splicing
alternativo degli esoni 4, 4b e 5b, determinangpfessione di almeno 8 isoforme di
MRNA con modalita tessuto specifica nelluomo (De¢eet al., 2002) (figura 10) e di 4
isoforme nel topo (Akepati et al., 2008).
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La proteina tradotta contiene delle sequenze diribzdmento alla matrice

mitocondraili (mitochondrial targeting sequencesT3 che precedono il dominio
transmembrana della proteina e che sono necesgearieél passaggio della proteina,
codificata a livello nucleare, in matrice.

Le sequenze MTS vengono clivate nella matrice aataogdi peptidasi mitocondriali e
le risultanti isoforme lunghe della proteina rigano ancorate alla m.m.i.

La proteina e costituita da cinque domini prindipld sequenza di indirizzamento
MTS, una regione transmembrana (HD), il dominio @diBo, la regione centrale ed un

dominio coiled coil al C-terminale (figura 9).

MTS HD GTPase | centraldomaip coiled coil OPA1

GTPase centraldomail\pH coiled coil | PRD Dynamin 1

Figura 9: Schema della struttura della proteina OPA 1 confrantata con la proteina Dynamin 1. La
struttura di OPA 1 si differenzia dalle dinamine per la prese di una porzione N-terminale per l'indirizzamento
mitocondriale (MTS) e di una porzione idrofobica per I'areggio alla m.m.i. (HD). Inoltre le dinamine possiedono il
sito di omologia per la plecstrina (PH) necessario per titeg con le membrane.

La regione centrale della dinamina ricopre un rudioregolazione dell'attivita
GTPasica e i domini coiled coil sono implicati eealhterazioni con altre proteine.

Le diverse isoforme hanno un pattern di espressiamni@bile nei differenti tessuti e
cellule. In particolare nel cuore predominano tEasme contenenti I'esone 4 (Olichon et
al., 2007). In vivo si ha il clivaggio a livello dsiti S1 ed S2 delle isoforme lunghe di
OPAL1, generando cosi piu isoforme corte con divéuseioni. Sono state identificate
diverse proteasi coinvolte nel processamento d& tabteina. La proteasi YMELL1,
appartenente alla famiglia delle AAA-proteasi (ASPaassociated with diverse cellular
activities) e presente nello spazio intermembragardtocondri, regola il clivaggio al sito
S2. A livello del sito S1 risultano invece coin®AA-proteasi di matrice (paraplegina,
AFG3L1, AFG3L2) e la proteasi romboide PARL (rondmi presenilin-associated
rhomboid-like protease). Recentemente € stata deolgepeptidasi OMAL, che, a livelli
della m.m.i., media il processamento di OPAl qualed@AA-proteasi sono assenti 0
inattive (Ehses et al., 2009)(figura 10).

Data I'identificazione di diverse isoforme di OPAsl ipotizza che la proteina sia bi o
multi- funzione e che per questo motivo la suavisdti dipenda da quale isoforma

predomina (Scorrano et al., 2002).
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2.13.1 Funzioni della proteina OPA 1

La proteina OPA 1 e coinvolta in molteplici prodessllulari, quali: la fusione della
m.m.i., il imodellamento delleristaemitocondriali ed il processo di apoptosi.

La mancanza della proteina OPA 1 provoca frammeariazdella rete mitocondriale.
Un recente lavoro ha dimostrato che in una lindlalaee knock-out per OPA 1, il fenotipo
viene ripristinato in seguito all'espressione welforma 1 della proteina (Alexander et al.,
2008).

L’espressione di OPA 1 promuove quindi il procesédusione mitocondriale che
avviene grazie al dominio GTPasico e al C-termigaléd coil.

La necessita del dominio coiled coil suggerisce lehenterazioni proteina-proteina
siano importanti per la fusione mediata da OPA PAQL sembra agire da fattore di
fusione mitocondriale interagendo con le proteinisione della membrana esterna, ed in

particolare con Mfn-1 (Cipolat et al., 2004).
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E’ stato inoltre identificato il ruolo di OPA1 nebntrollo della via mitocondriale di
rimodellamento delleristaein corso di apoptosi. Recentemente é stato irdattperto che
OPA 1 e in grado di ritardare la morte cellulareggammata indipendentemente dal suo
effetto fusogeno.

Quest'inibizione dipende dal dominio GTPasico diAOPe si esercita a livello della
mobilizzazione del citocromo c¢ daltgistae allo spazio intermembrana. Il mantenimento
delle giunzioni tubulari strette correla con lanf@zione di eter@ligomeri con altre proteine
coinvolte nel rimodellamento mitocondriale, comeesgmpio le mitofusine (Chen et al., 2003),
oligomeri che, in corso di apoptosi sono rapidametgstabilizzati (Frezza et al., 2006). Tali
oligomeri comprendono una forma solubile di OPA lherata nello spazio intermembrana e
generata in seguito al clivaggio delle isoformeghm di OPA1 da parte della proteasi PARL
(Cipolat et al., 2006). Questi risultati suggeriscache interferendo con la funzione GTPasica di
OPA 1, necessaria per la sua azione antiapoptsigossibile aumentare il rilascio di citocromo

C.

Inoltre riguardo al processo di apoptosi, OPA 1 m@minteragire con effettori
apoptotici come ad esempio Bid, una proteina delhaiglia delle Bcl-2 (Frezza et al.,
2006,). Il meccanismo di assemblaggio e disass@uioladegli ologomeri di OPA 1
rimane ancora incompreso (Yamaguchi and Perkir@)20 coinvolgimento di OPA 1 in
tale processo € provato dal fatto che il silenzismeli OPA 1 mediante RNA interfering
ha un profondo impatto sulla vitalita delle celleleausa la frammentazone mitocondriale,
la dissipazione del potenziale di membrana mitodatej cambiamenti ultrastrutturali e
morte cellulare (Chen et al., 2005; Cipolat et2004; Griparic et al., 2004; Olichon et al.,
2003).
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Scopo della tesi

3 SCOPO DELLATESI

OPA 1 rappresenta attualmente l'unica proteinawwia nei processi di fusione e
fissione mitocondriale localizzata a livello deteembrana mitocondriale interna. A livello
di tale membrana sono situati i complessi dellaerat respiratoria mitocondriale,
principale sito di produzione delle specie reattdedl’ossigeno durante la riperfusione
post-ischemica del cuore.

L’obbiettivo iniziale di questo studio & stato doetli valutare I'effetto dello stress
ossidativo sulla proteina mitocondriale OPA 1 alliv cardiaco.

In particolare, per determinare I'effetto delloests ossidativo sulla proteina OPA 1
sono stati utilizzati sia cuori isolati da ratte@toposti a protocolli di induzione di stress
ossidativo (ischemia/riperfusione e perfusione perossido di idrogeno), sia un modello
cellulare di cardiomiociti (cellule HL-1) incubaton HO.. E stato in tal modo valutato se
OPA 1 fosse bersaglio delle ROS e quali fossermdelifiche ossidative a carico della
proteina.

Successivamente, dato il ruolo della proteina OPAn€l processo di fusione
mitocondriale, si e voluto chiarire la relaziona @rssidazione di OPA 1 e variazione della
dinamica mitocondriale, nei modelli cellulari HLEIMEF (mouse embryonic fibroblasts).

Infine, con I'obbiettivo di stabilire un nesso diusalita tra le modifiche ossidative a
carico di OPAl e le alterazioni osservate a livethitocondriale e cellulare, e stata
eseguita una mutagenesi sito diretta in residieiiici in seguito a predizione mediante

homology modelling.
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4 MATERIALI E METODI

4.1 Colture cellulari

Le cellule HL-1 utilizzate negli esperimenti apgagono ad una linea cellulare
stabilizzata di miociti cardiaci derivante da cldltumorali atriali di topo (AT-1).

Tali cellule vengono piastrate alla concentrazioine,6 x 10° /cnf in fiasche di
polipropilene (Falcon) pretrattate corpd/cnt di fibronectina in gelatina (0,02%) (Sigma
Co.), che le ancora alla superficie di supportondSstate coltivate in terreno di coltura
Claycomb Medium (JRH Biosciences, Inc. lenexa K&psementato, immediatamente
prima dell’uso, con L-glutammina 4 mM (Life Tecngles), penicillina e streptomicina
100 Ul/ml (Sigma Co.), 10% FCS (fetal calf serungn&) inattivato al calore (55°C per
30 minuti) e norepinefrina 5@M. Le cellule vengono mantenute in incubatore aC3&n
atmosfera di C@al 5%.

E stata utilizzata anche una linea cellulare biidlblasti murini (Mouse Embryonic
Fibroblasts, MEF). Si tratta di cellule aderente aslengono piastrate alla concentrazione di
0,6 x 10° /en? in fiasche di polipropilene (Falcon) e mantenutecoltura utilizzando
terreno Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, (DMEIg8jgma-Aldrich) supplementato,
prima dell’'uso, con L-glutammina, 4mM (Life Tecngles); penicillina e streptomicina
100 Ul/ml (Sigma Co.), 10% FCS (fetal calf serungn®a) inattivato al calore (55°C per
30 minuti), amminoacidi non essenziali (Sigma) 1irieina 50ug/ml (Sigma Co.).

Per effettuare gli esperimenti, le cellule HL-1 &Msono state prima lavate in PBS
(137 mM NaCl, 8 mM NgHPO,, 1,47 mM KHPQ,) e poi trattate con tripsina (0,05%
p/v), in modo da staccarle dal fondo delle fiasgheoltura, e successivamente addizionate
con 10 volumi di mezzo di coltura per neutralizzaramite diluizione, I'azione della
tripsina. La sospensione cellulare ottenuta, caa aoncentrazione cellulare compresa tra
2,5x10 e 2x16 in base al trattamento sperimentale, & stata lolistai in piastre sterili
allinterno delle quali era stato precedentementst@ un vetrino copri-oggetto del
diametro di 24mm pretrattato con fibronectina/ge&ab, in alternativa, in fiasche sterili.
Le cellule sono state lasciate in coltura in incab&a 37°C per almeno 24 ore prima
dell’'utilizzo sperimentale.

Per la produzione vettori lentivirali sono statdizgate cellule Human Embryonic
Kidney 293 ( HEK 293), come cellule di packagingie®te cellule vengono piastrate in

petri di 10 cm di diametro e mantenute nello stésgeno di coltura delle MEF.
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4.1.1 Protocollo di congelamento

Le cellule in fase di crescita logaritmica sondestaaccolte dopo tripsinizzazione e
centrifugate a 250 x g per 5 minuti. Il pellet, tisto dalle cellule, & stato risospeso nel
mezzo di congelamento, contenente FCS 95% (4-8CPMSO 5% (agente
crioprotettivo). Le cellule sono state aliquotate-2( ml) in criovials sterili in una
concentrazione di 1xI@ell./ml. Il congelamento avviene gradualmenteagro di alcool
isopropilico che consente un abbassamento costantgraduale della temperatura

(1°C/min). Una volta congelate le cellule sonoestaaintenute in azoto liquido.

4.1.2 Protocollo di scongelamento

Le cellule, conservate in azoto liquido, sono stafgdamente scongelate a 37°C per il
ripristino della coltura e diluite in 10 ml di temo di coltura. Dopo centrifugazione per 5
minuti a 250 x g (al fine di eliminare il DMSO), jlellet cellulare e stato risospeso nel
terreno di coltura completo. Mediante colorazioae Trypan blue (Sigma-Aldrich) e stato
stimato il numero di cellule vive e si e procedalia diluizione necessaria per la messa in

coltura.

4.1.3 Coating di gelatina/fibronectina

E’ stata preventivamente preparata una soluziomgeldtina (Sigma G-1393) in acqua
sterile allo 0,02% . Alla soluzione cosi preparateno stati aggiunti, in condizioni di
sterilita, 2%g/ul di fibronectina bovina (Sigma). La soluzione atitga € stata distribuita
uniformemente all'interno delle fiasche (1ml/25¢mLe fiasche, ben chiuse, sono state
incubate per 12 ore a 37°C e poi trasferite a -2MiQueste condizioni possono essere
conservate per circa 30 giorni. Prima di piastiareellule, fiasche e piastre sono state

lavate con PBS sterile.

4.2  Protocolli sperimentali per il trattamentodelle cellule

42.1 Trattamento con HO, e lisi cellulare

Le cellule sono state piastrate in fiasche da 25e80n0 state poste in coltura fino a
raggiungere una confluenza dell’ 80%. Sono statatéacon 2 ml di tampone PBS e
incubate per 30 minuti a 37°C con una soluzionklB5-sodio (50 mM Hepes, 150 mM
NaCl, 3.4 mM EDTA, pH 7.4) (controllo) o HBS-sodaddizionato con 1mM D,

(Sigma-Aldrich).
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Al termine dell’ incubazione, le cellule sono stataccate e raccolte in 3ml di PBS. Le
cellule sono state centrifugate alla velocita dd 60g per 10 minuti alla temperatura di
4°C. Il pellet contenete le cellule e stato risespm un’Eppendorf con 100 pl di tampone
di lisi Ripa Buffer (50 mM Tris-cl pH 7.4, 150 mMaCI, 1% Nonidet (NP-40), 0.25% Na-
deossicolato (DOC)) e 2 ul di una miscela di imbitlelle proteasi (Roche). Per facilitare
la lisi le cellule sono state poste in agitaziond°@ per 40-45 minuti. Successivamente
sono state centrifugate a 14.000g per 10 minutt@ 4l sovranatante ottenuto € stato
processato secondo il metodo di Laemmli (Laemn8i{(): dopo I'aggiunta di Sample
buffer 4x e 1 mM N-etilmaleimmide (NEM,Sigma), inspioni vengono denaturati ad una

temperatura di 100°C per 5 minuti, raffreddati eczdi nel gel di poliacrilammide.

4.2.2 Transfezione transiente

La trasfezione & stata eseguita con LIPOFECTAMMNEOO0O (Invitrogen). Le cellule
vengono transfettate con il plasmide pcDNA3 contémd gene dsRPHDjscoma spred
fluorescent protein che ci é stato fornito dal gruppo del prof. Saog (VIMM); il
costrutto € commercialmente denominddoRed Un volume di plasmide pari a g
viene diluito in 50ul di OptiMEMR (Gibco) e in una Eppendorf separata viene dilujtb 1
di Lipofectamina in 50ul di OptiMEM®. Dopo 5 minuti di incubazione a temperatura
ambiente tutto il contenuto del’Eppendorf plasm@etiMEMT viene trasferito
nellEppendorf contenente Lipofectamina-OptiMEM lasciato per altri 20 minuti a
temperatura ambiente. Su ogni vetrino del diametro24 mm, precedentemente
sterilizzato, vengono fatte aderire le cellule 2de qorima della trasfezione. La
concentrazione di cellule piastrate su ogni veténpari a 2-3 x I0cellule in 2 ml di
terreno completo. Per la trasfezione, le cellulegemo poste in mezzo di coltura privo di
antibiotici e di FCS e a tale terreno viene aggiuatmiscela di Lipofectamina-plasmide.
Dopo 1 ora di incubazione a 37°C viene aggiungieifo in concentrazione pari al 10% del
volume finale. Dopo circa 24 ore di incubazione,cldlule raggiungono il grado di

confluenza idoneo alla sperimentazione.

4.2.3 Trattamento con HO di cellule trasfettate con il plasmideMitoRed

Dopo 24 ore dalla trasfezione, le cellule conteméepozzetti sono state lavate con
tampone HBS-sodio in modo da allontanare il mezzaaodtura. Dopo il lavaggio, le
cellule sono state poste in 1 ml di HBS-sodio allgsono state aggiunte 0,5, 1 e 2 mM di
H,0.,. Gli effetti dell’'ossidazione sono stati osserva@diante microscopia confocale o ad

epifluorescenza.
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4.3 Immunofluorescenza

4.3.1 Analisi delle cellule HL-1 e MEF mediantenicroscopia

Per lo studio della morfologia e della dinamica aoitndriale, in seguito a
stimolazione con kD, sono stati allestiti dei vetrini sterili del diatreedi 24 mm ai quali
sono state fatte aderire le cellule HL-1 e MEF,08€lo la metodica precedentemente
descritta.

Le cellule giunte a circa I'80-90% di confluenzanestate sottoposte al protocollo di
trasfezione descritto al paragrafo 4.2.2, in moddat esprimere alle cellule la proteina
fluorescente MitoRed A¢.=558nmA¢mis=585nm) che consente di evidenziare i
mitocondri. Dopo 24 ore dalla trasfezione, le delladese al vetrino, posto in un apposito
portavetrini, sono state lavate con 1ml di tampbBiBS-sodio a 37°C e mantenute in uno
stesso volume di tampone. La morfologia mitocondridei fibroblasti murini é stata
osservata utilizzando un microscopio invertito Opyra IMT-2 dotato di una sorgente di
luce a xenon (75W) per l'epifluorescenza, di unied@mera CCD a 12 bit e di un
obbiettivo 60X ad immersione in olio di paraffin&er l'analisi della dinamica
mitocondriale nelle cellule HL-1, sono state acj@i80 immagini per ciascuna condizione
sperimentale ad un intervallo di tempo di 30 seconediante il microscopio confocale
Ultraview 100, utilizzando un obbiettivo 60X ad irarsione in olio di paraffina. Dopo 5
minuti dalla prima acquisizione, direttamente nell@uzione di HBS che ricopriva le
cellule, sono state aggiunte le seguenti concantradi H,O,: 2mM, 1mM e 0.5mM.
Sono stati inoltre effettuati esperimenti di colitran assenza di perossido di idrogeno. Le

immagini sono state elaborate utilizzando il sofeMsletamorph (Universal Imaging).

4.4  Trattamento di cuore isolato di ratto
Il metodo di perfusione cardiaca seguito in qusstdi € stato quello di Langendorff

(Langendorff,1895). Il principio base della perfuse secondo il metodo di Langendorff e
di pompare nel tratto ascendente dell’aorta attemveina cannula il sangue o qualsiasi
liquido ossigenato atto a mantenere l'attivita Ged. Durante la perfusione retrograda,
trovando chiusa la valvola aortica, il liquido mee dirottato nelle arterie coronariche e
attraverso il sistema vascolare coronarico, ilymafto fuoriesce dal seno coronarico che si
apre nell'atrio destro e nell’arteria polmonare.téoria, se non vi e sfondamento delle

valvole aortiche, le cavita cardiache rimangonoteulurante tutta la riperfusione.
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Sono stati utilizzati ratti adulti albini di cepMgistar di entrambi i sessi e del peso di
circa 250-300 g. Essi, prima dell’espianto, venivaanestetizzati con Zoletil 100
(Tiletamina cloridrato-Zolazepam cloridrato), alase di 10.5 mg/kg di peso corporeo,
mediante iniezione per via intraperitoneale. Algiaggimento dell’anestesia profonda,
valutata dall'assenza di riflessi corneali, & staiciso il diaframma ed aperta la cassa
toracica, la quale e stata sollevata sopra la wslicanimale e tenuta in posizione per
mezzo di una pinza.

Il cuore e stato espiantato in modo da asportanteagporaneamente dal corpo del

ratto cuore, parte dei polmoni e del timo.
Gli organi prelevati sono stati rapidamente immaearsuna soluzione salina, la stessa
impiegata per la successiva perfusione, raffreddatd’C in modo da interrompere
immediatamente [I'attivita contrattile. Timo, polmor pericardio sono stati rimossi
espiantati e con l'ausilio di una pinza a punteilsad e stata praticata una piccola
incisione nell'aorta stessa a livello dell'inserzéodei vasi carotidei.

A flusso azzerato, controllando che non vi fosseventuali bolle nella linea di
perfusione, il tratto di aorta ascendente € statospturato ad una cannula metallica
(diametro esterno 2.2 mm, interno 1.7 mm) elemesrioinale dell’apparato di perfusione,
attraverso cui il mezzo salino raggiunge il circaoronarico. Completata la legatura
aortica, si € dato inizio alla perfusione, innalt@rgradualmente il flusso, assicurato da
una pompa peristaltica (Gilson Miniplus 2), fino alalore di 10 ml/min. Dopo aver
effettuato I'apertura dell’'arteria polmonare pecilitare il deflusso della circolazione
coronarica, il cuore é stato posto in una camesealdata al fine di garantire per

convezione il mantenimento della temperatura teew 37°C.

4.4.1 Condizioni di perfusione

La perfusione aortica retrograda e stata manterarial mezzo di perfusione Krebs-
Henseleit,contenente: 118mM NaCl; 4.7mM KCI; 0.6m¥ySQ,; 25mM NaHCQ;
2.15mM KH,PQOy,;1.69mM CaCl2 e glucosio 11mM come substrato enexme

Portato alla temperatura di 37°C, il medium é staeigenato con una miscela di
0,/CO, al 95% di ossigeno e 5% di anidride carbonica Pemuti prima dell'inizio della
perfusione. Il pH della soluzione risultante & 7.4.

Dopo un periodo di equilibrazione di circa 20 minut cuori sono stati perfusi in

condizioni di aerobiosi o con 1mM,8,.
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- Aerobiosi: ottenuta perfondendo il cuore con iedium ossigenato e ad un flusso
costante di 10 ml/minuto.
- Perfusione con $D,: ottenuta perfondendo il cuore con 1mMQOd per 15 minuti ad un
flusso costante di 10 ml/minuto.
- Ischemia senza flusso: eseguita dopo il periodo eduilibrazione arrestando
completamente il flusso (0 ml/min), per 45 minuti.
- Riperfusione: dopo il periodo di ischemia sonatestripristinate gradualmente le
condizioni iniziali di flusso (10 ml/min) che sostate mantenute successivamente per 15

minuti.

4.5 Estrazione di mitocondri da cuore di ratto

| mitocondri sono stati ottenuti da cuori di ratfistar del peso di circa 300 grammi;
vista la bassa resa in proteine mitocondriali sstat utilizzati almeno due organi. | cuori,
una volta isolati, sono stati immediatamente trésfen circa 20 ml di mezzo freddo,
mantenuto ad una temperatura di 4 °C contenenteMSaccarosio, 225 mM mannitolo,
20 mM HEPES-Tris, 1ImM EGTA-Tris e BSA 0,5% a pH .73ono stati sminuzzati
accuratamente, lavati piu volte per eliminare l&sso di sangue e omogenizzati in tre
passaggi di cinque secondi ciascuno utilizzandooomogenizzatore Ultra Turrax. Le
cellule rimaste intatte, i nuclei ed eventuali fraemti di tessuto sono stati fatti
sedimentare a 480 x g per 6 minuti usando unaifiegdr Sorvall RC-5B refrigerata a 4
°C. Il sovranatante ottenuto € stato filtrato a#rao un setaccio di nylon e nuovamente
centrifugato a 10800 x g per 10 minuti. Il pelletenondriale € stato risospeso utilizzando
il mezzo privo di BSA e nuovamente centrtifugato6®0 x g per 10 minuti. Al termine il
pellet ottenuto € stato risospeso in un piccoloun@ di mezzo, circa 20Ql e la
concentrazione proteica determinata mediante @aea del Biureto. Tutte le operazioni
sono state eseguite in un bagno di ghiaccio dawgdcondri sono stati conservati fino al

loro utilizzo.

4.5.1 Determinazione della concentrazione prata

La concentrazione proteica e stata determinataantlia reazione del biureto. In due
tubi sono stati messi: 1ml,B milliQ, 1,5 ml di reattivo e 0,5 ml di desossiatl di sodio
all'l%. In un tubo sono stati aggiunti 20 di sospensione mitocondriale, mentre I'altro
campione e stato usato come bianco. Per accelaregazione i tubi sono stati immersi per

un minuto in acqua bollente e successivamenteedidti.
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Si e misurata I'assorbanza dei campioni ad unaherg d’onda pari a 540 nm. La

concentrazione proteica € stata calcolata in béisma retta di taratura standard.

45.2 Rilascio di citocromo ¢ da mitocondri idati

Il rilascio di citocromo ada mitocondri isolati € stato misurato medianté EH4SA
(RD Quantikine). Si tratta di un test ELISA su fasdida a sandwich.

| mitocondri isolati da cuore di ratto secondo latadica descritta precedentemente,
sono stati risospesi nel buffer sperimentale (128 KCI, 10 mM Tris-MOPS, 10uM
EGTA-Tris, ImM R, 5 mM glutammato, e 2,5 mM malato, pH 7,4) allaaantrazione
finale di 0,5 mg/ml e sono stati lasciati per 10hati in incubazione a 25°C. Al termine
dell'incubazione i campioni sono stati centrifugagr 10 minuti a 7000 x g. Il supernatante
e stato separato dal pellet ed il pellet e statouratamente risospeso nel buffer
sperimentale sopra descritto. La misurazione deterwto relativo di citocromo € stata
eseguita seguendo le procedure indicate dal pardutel kit. Sia il sovranatante che il
pellet sono stati diluiti 1:20 in una soluzione RBS contenente lo 0.5% Triton X-100
(R&D Systems). Successivamente sono stati messipl@) campione all'interno dei
pozzetti dell'apposita piastra fornita dal prodegtadel kit. Alla piastra € fissato un
anticorpo monoclonale anti citocromo c. Dopo l'mgga della sospensione mitocondriale
viene aggiunto un secondo anticorpo coniugato HRftado di riconoscere il citocromo c.
| campioni vengono quindi lasciati 120 minuti incubazione. Successivamente si
eseguono 4 lavaggi con wash buffer (RD QuantikiakXermine dei quali vengono
aggiunte le soluzioni A e B (RD Quantikine) contetne substrati per 'HRP. Dopo 30
minuti di incubazione si effettua la lettura dedbarbanza allo spettrofotometro alla
lunghezza d’onda di 405 nm. Il rilascio di citocrome stato calcolato come percentuale
della quantita di citocromonella frazione supernatante sulla quantita di oo ctotale

che risulta essere pari alla somma del citocromel sovranatante e nel pellet.

4.6 |Immunoelettroforesi

4.6.1 Preparazione di omogenato da tessuto diare di ratto

Dopo l'espianto, i campioni di cuore di ratto saranservati in azoto liquido e sono
poi stati tagliati al microtomo termostatato akbanperatura di -24°C in fette dello spessore
di 10 micron. Le fette sono state riposte in Eppeh@recedentemente tarate e lasciate
raffreddare nel microtomo. Il tessuto cosi otterdugiato sospeso in una soluzione di PBS
addizionata con 5mM EDTA quale chelante di metalbni bivalenti.
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Il tampone era stato precedentemente degasato t@atdracon gas inerte. La
sospensione cosi ottenuta é stata agitata per m@ziz&/ortex per pochi secondi e
centrifugata per 10 minuti alla temperatura di 400 centrifuga (Microfuge E, Beckman)
al fine di separare il pellet dal sovranatante eoente le proteine citoplasmatiche.

Il pellet e stato solubilizzato in una soluzioneSdéimple Buffer 4x. Tale soluzione e
stata aggiunta in un volume proporzionale alla ¢tardi campione in modo tale da
ottenere la stessa concentrazione di campione ne@iee Eppendorff, seguendo la
proporzione 11 mg di campione in 187di tampone. La sospensione cosi ottenuta e stata
fatta bollire per 10 minuti e un’aliquota e statggianta di f-mercaptoetanolo quale
riducente dei ponti disolfuro. | campioni cosi megti sono stati caricati per mezzo di una

microsiringa in un gel di poliacrilammide.

4.6.2 Determinazione della concentrazione prata

La determinazione della concentrazione proteidata £seguita mediante il metodo di
Bradford. In una cuvetta di plastica da 1 ml sotadi sntrodotti 200l di reattivo Bio-Rad
Protein Assay (Bio-Rad Laboratories), contenent@ t@/ml di Coomassie Blue G-250
etanolo ed acido fosforico. Il colorante G-250 raggsce con i gruppi amminici delle
proteine, portando ad uno slittamento del piccasdiorbimento d&=450nm del colorante
libero aA= 595nm del colorante in forma legata. Al reattsano stati aggiunti 2ul di
campione e 798ul acqua distillata. Il reattivo améente all'acqua distillata € stato
utilizzato come riferimento. Mediante spettrofotdroe (Uvikon 810P, Kontron
Instruments) é stata misurata I’ assorban2a%05nm della soluzione alla quale viene
sottratto il valore di assorbanza del riferiment@alore della concentrazione viene quindi
estrapolato da una retta di taratura precedentenwadtruita misurando I'assorbanza di

campioni di albumina di siero bovino a concentragioota.

4.6.3 Preparazione di gel di poliacrilammide (eemmli, 1970a)

BN

L’elettroforesi & stata condotta su gel di polimenimide a gradiente 4-12% nel
running gele al 5% nellcstacking gelpreparato in lastre di vetro di dimensione vafl&bi
e di spessore di 1mm) utilizzando le seguenti nesce

Acrilamide/bisacrilammide: acrilamide 30% e biskarimide 0.8%

Lower Tris/HCI (4x): 1.5M Tris-HCl e 0.4%, SDS, 88

Upper Tris/HCI (4x): 0.5M Tris-HCI e 0.4% SDS, pl86

Running buffer (4x): 1M Tris-HCI, 0.77M glicina,D%SDS
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Per la preparazione delnning gel vengono miscelate due soluzioni di poliacritside al 4
e al 12% mediante l'utilizzo di una pompa perigtal In questo modo si ottiene un gel
caratterizzato dal progressivo e graduale restriagto delle maglie del polimero che lo

costituisce.

4.6.4 Corsa elettroforetica

La corsa elettroforetica € stata eseguita applicamd differenza di potenziale di 100 Volt
quando le proteine si trovano nefitacking gel successivamente é stato applicato un voltaggio di
150 Volt quando le proteine si trovano all'intersl running gel Essa e stata interrotta dopo 90
minuti circa, una volta avvenuta la fuoriuscita B&l di Bromofenolo (tracciante) dal gel. La corsa
elettroforetica é stata effettuata a temperaturhieme utilizzando I'apparecchio Electrophoresis
Power Supply ST504D (Apelex) programmato in mode & garantire un voltaggio costante al

valore impostato.

4.6.5 Preparazione di estratti proteici per laorsa elettroforetica

| campioni proteici sono stati analizzati previendirazione secondo il metodo di
Laemmli (Laemmli, 1970): dopo l'aggiunta di Sameffer 4x e 1mM NEM (N-
etilmaleimmide), sono stati scaldati a T = 100°€ peninuti, raffreddati e caricati nel gel.

4.6.6 Analisi delle proteine mediante elettroforesi bidinensionale redox

L’elettroforesi bidimensionale redox consiste neparare le proteine mediante due
corse elettroforetiche: la prima in condizioni naducenti, la seconda in presenzafdi

mercaptoetanolo quale riducente ( figura 11).

Figura 11. Analisi della presenza di

ponti disolfuro utilizzando
First Dimension (non-reducing) I'elettroforesi bidimensionale
redox. In questo ipotetico complesso
ABFE C D E F o multiproteico, le proteine B e F sono legate
da ponti disolfuro reversibili. Mediante
I I I | | | [ ‘ elettroforesi le due proteine migrano come
complesso in un primo gel, in condizioni
Second Dimension (reducing) non riducenti, mentre vengono separate
l [ [ attraverso una seconda corsa effettuata in
condizioni riducenti (con  B-
0 mercaptoetanolo) posizionandosi al di sotto
] delladiagonale.
’
’
" L]
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4.6.7 Prima dimensione
Soluzioni e miscele per le corse elettroforetiche:
L’elettroforesi é stata condotta su gel di poliEride al 12.5% nedeparating geke
al 5% nellostacking gel(preparato in lastre di vetro di spessore di 1 mtiijzzando le
seguenti miscele: Acrilamide/bisacrilamide: 30%lamide e 0.8% bisacrilamide
Lower Tris/HCI (4x): 1.5 M Tris-HCl e 0.4%DS, pH 8.8
Upper Tris/HCI (4x): 0.5 M Tris-HCl e 0.4 SDS, pH 6.8
Running buffer (4x): 1 M Tris-HCI, 0.77 Migina e 0.4 % SDS
La polimerizzazione del gel e stata ottenuta pgruaga di TEMED e di una soluzione
al 10% (w/v) di APS.
Sono stati utilizzati gel aventi le seguenti dimens
Stacking gel: 3.5 cm di altezza e 16 cm di larghezz
Separating gel: 10 cm di altezza e 16 cm di larghez
Prima corsa elettroforetica
Essa € stata effettuata a temperatura ambientezzatido I'alimentatore per
elettroforesi ST504D (Apelex) programmato in modde tda garantire un amperaggio
crescente nelle seguenti condizioni: 10 mA per 4%, 16 mA per 60 min, 24 mA per 5
ore, per ogni gel.
4.6.8 Seconda dimensione
Al termine della corsa elettroforetica sono staggiate verticalmente le strisce di gel
corrispondenti a ciascun campione, (esse poss@avecatilizzate subito oppure possono
essere conservate a —80°C). Le strisce di gel state posizionate orizzontalmente su altri
gel e ricoperte con abbondante Sample buffer 4xjizamhato di 5% v/v (3-
mercaptoetanolo, come agente riducente. Sono iéiizati gel aventi composizione
analoga a quelli della separazione in prima dinzeresima aventi lo spessore di 1.5 mm e
le seguenti dimensioni:
Stacking gel: 5 cm di altezza e 16 cm di larghezza
Separating gel: 9 cm di altezza e 16 cm di larghezz
4.6.9 Immunoblot da SDS-PAGE
Sono stati allestiti i supporti per i gel da utilize per il trasferimento delle proteine
sulla matrice di nitrocellulosa o di PVDF riattigain metanolo, preparando dei rettangoli
di carta assorbente che, dopo immersione nel taengdotrasferimento (192mM glicina,

25mM TRIS, 20% metanolo), sono stati disposti sara base spugnosa.
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Su di questi sono stati posti i gel. Al di sopragle, evitando la presenza di bolle, €
stata posta una membrana di nitrocellulosa (0.4&ani Trans-Blot Transfer Medium,
Bio-Rad Laboratories) o di PVDF (0.2 micron ImmuleBPVDF membrane, Bio-Rad
Laboratories). L’aderenza tra ciascun gel e laigpondente membrana €& garantita percio
dalla sovrapposizione di piu strati di carta aseotb e da uno strato di materiale spugnoso.
Il tutto, mantenuto rigido grazie ad una impalcatdr plastica che funge da supporto, &
stato inserito nella vasca per il blotting in mddte da rivolgere il gel verso il catodo e la
membrana verso I'anodo. Le proteine sono statéetitesa 4°C utilizzando l'alimentatore
250/2.5 (Bio-Rad Laboratories) a corrente costpareéa 150 mA per un tempo variabile

da 16 a 20 ore oppure con corrente costante @& anA per 2 ore.

4.6.10 Colorazione con Rosso Ponceau

Per verificare il trasferimento delle proteine lembrane sono state colorate immergendole
per 5 minuti in una soluzione contenente 0.1% Pamé (Sigma) e 5% acido acetico. Una volta
colorate le membrane, I'eccesso di colorante eo stabhosso con un breve lavaggio in una

soluzione 5% acido acetico per osservare le baelike groteine trasferitesi.

4.6.11 Saturazione

Verificato il trasferimento delle proteine, le merabe sono state saturate con una soluzione
contenente 50mM Tris-HCI, 2mM CafB5mM NacCl, 3% BSA, pH 8.00, incubando per 1 ora a
25°C oppure per tutta la notte a 4°C. Terminatcstpuerocesso le membrane sono pronte per le

incubazioni con gli anticorpi.

4.6.12 Incubazione con anticorpi

L’anticorpo primario utilizzato nell'immunoblot éahticorpo monoclonale di topo
anti-OPA 1 (Beckton Dikinson) diluito 1:1000 neBaluzione costituita da 50mM Tris-
HCI, 2mM CaC}, 85mM NaCl, 3% BSA, pH 8.00 con NaN0.02%. L’incubazione con
I'anticorpo primario e stata protratta per 2 oremperatura ambiente. Al termine delle 2
ore la membrana e stata lavata 3 volte per 10 mimuhergendola nel tampone di
lavaggio avente composizione uguale a quello diraatone tranne che per la presenza di
0.1% BSA e di 0.2% P40 Nonidet. In seguito e sedtettuata I'incubazione per 1 ora a
temperatura ambiente con I'anticorpo secondarioanth mouse (Beckton Dikinson) che

riconosce in modo specifico le IgG dell’anticorpangario.
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L’anticorpo secondario € stato diluito 1:3000 nelduzione di 50mM Tris-HCI, 2mM
CaCl,, 85mM NaCl, 3% BSA, pH 8.00. Gli anticorpi secondsono coniugati ad una

perossidasi di rafano (HRP) che in presenza di ppiosubstrati forma dei prodotti
colorati o provoca I'emissione di fotoni. La riveiane é stata eseguita dopo tre cicli di
lavaggio da 10 minuti ciascuno.

4.6.13 Rivelazione per mezzo di chemilumines@@n

La soluzione per la rivelazione mediante chemillesgenza € stata preparata al
momento dell’'uso. Essa é costituita da: 0.1M Tr@Hd pH 8.5, 5.3mM kD,, soluzione
ECL formata da 2.5mM di luminolo sciolto in DMSOig8&a), 0.4mM di acido para-
idrossicumarico in DMSO (Sigma), diluiti in 0.1Mi$+HCI, pH 8.5. Le membrane sono
state incubate con questa soluzione per un minwaceessivamente si € generato un
segnale luminoso dovuto all’ossidazione operatdaddRP a carico del luminolo. La

reazione che porta alla formazione del segnalerlaga € schematizzata in figura 12.

O
]\ NH COOH + N,
\ +HO, —
= ]f'NH COOH + luced425nm
NH, O NH,

Figura 12. Ossidazione delluminolo
Tale segnale ha una durata di circa 30 minuti.uce lemessalga= 425nm) € stata

rivelata per mezzo di un apparecchio computerizeh#si avvale di una telecamera CCD
con sistema di raffreddamento (Image Station 440@Fyrado di acquisire il segnale
luminoso e di un programma (Kodak 1D) in grado ahwertire tale segnale in immagine
digitale. Pertanto le membrane di nitrocellulosapa essere state incubate per un minuto
con la soluzione di rivelazione, sono state anatezzer mezzo di questo apparecchio

Impostato a riceverne il segnale luminoso per divempi.

4.7 Analisi di proteine mediante Blue Native page

Dopo aver estratto i mitocondri da cuore di raéicGstata misurata la concentrazione
proteica mediante la reazione del Biureto. p@0di sospensione mitocondriale diluita in
200 pl di buffer di isolamento sono stati centrifugatl@000 x g per 10 minuti. Il pellet
ottenuto e stato risospeso in @0di loading buffer (BN Loading Buffer 1X costitoitda
50 mM Bis-Tris; 6 N HCI; 50 mM NacCl; Glycerol al % (w/v) e 0.001% Ponceau a pH
7.2) (Invitrogen) per ciascun campione a cui sotadi sggiunti 0.2ul di inibitori delle

proteasi.
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Sono stati aggiunti a questo punto i seguenti detdr alle seguenti concentrazioni:
-DDM (n-dodecylf-D-maltopyranoside) 2.5%

-Digitonina 1.25%
-Triton X-100 3%

Dopo l'aggiunta dei detergenti i campioni sono istadciati incubare a temperatura
ambiente per 10 minuti e, dopo I' incubazione setati centrifugati a 22000 x g per 20
minuti. Al termine della centrifugazione é statcelprato il sovranatante, contenente i
complessi proteici solubilizzati dai detergenticid € stato aggiunto il colorante blue di
Coomassie in proporzione 1:8 al detergente.

A questo punto i campioni sono pronti per essereata nel gel nativo. La corsa
elettroforetica viene condotta a 150 Volt (12 Aziali) a 4°C per 30 minuti utilizzando
come tampone di corsa Catode Buffer Dark Blue {togen). Successivamente la corsa
procede a 200 Volt, a 4°C per circa 90 minuti zadindo come buffer Catode Buffer Light
Blue (Invitrogen).

Terminata la corsa si procede con la seconda diorengppure con Western Blot del
BN-PAGE.

Per effettuare la seconda dimensione é stata tagle gel della prima dimensione la
lane da sottoporre a 2D BN. La striscia € statécat@ perpendicolarmente rispetto al
secondo gel ed e stata fermata con agarosio 0,8%talfo dato inizio alla corsa
elettroforetica usando il buffer Catode Buffer D@lue (Invitrogen) addizionato dello
0.02% DDM per 30 minuti a150 V a 4°C e, dopo 30utijrcon Catode Buffer Light Blue
(Invitrogen) addizionato di DDM 0.02% per circadliinuti (300 V) a 4°C.

Al termine della corsa é stato fatto il Westerntihy del Blue Native page come
descritto precedentemente.

4.8 Ceppi batterici e mezzi di coltura

Per la produzione dei plasmidi codificanti i mutadélla proteina OPA 1 e stato
utilizzato il ceppo batterico dt. Coli DH10B ed il ceppo commerciale ultracompetente
XL10 Gold (Stratagene).

| mezzi di coltura utilizzati sono stati il terreharia Broth Base (LB) (Invitrogeh)
ed il terreno NZY (NaCl 5g/L, MgS©7H,0 2g/L, Bacto-yeast estratto 5g/L, caseina
idrolizzata 10g/L, pH 7.5). Gli antibiotici ampikiia (Sigma) 100ug/ml e puromocina

(Sigma) Jug/ml sono stati utilizzati quali agenti di selezon
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4.9 Plasmide utilizzato

Il plasmide pMSCV (Murine Stem Cell Virus) conteteeil gene diOpa 1, codificante
per I'isoforma 1 umana della proteina, e stato ifeente fornito dal gruppo del Prof. Luca
Scorrano (VIMM, Padova). Si tratta di una plasmii@neo per la trasfezione di cellule di
mammifero, contenete il gene per falattamasi (Amp) ed il genepac che codifica
I'enzima puromycin N-acetyl-transferase, il quatenferisce la resistenza alla puromicina
(Purd).

Il plasmide contiene anche due sequenze palindroocomosciute dall’enzima di
restrizioneAgel La sequenzd permette di utilizzare il plasmide per la produaodi
vettori lentivirali in quanto corrisponde alla segza di packaging per linserzione
dell’acido nucleico all'interno del capside virgfegura 13).

pPMSCV-OPA1
10073 bp

Figura 13. Analisi della presenza di ponti disolfuro utilizzando I'elettroforesi bidimensionale redoxin
questo ipotetico complesso multiproteico, le proteine Bsoko legate da ponti disolfuro reversibili. Mediante etdtiresi

le due proteine migrano come complesso in un primo gel, iMizdoni non riducenti, mentre vengono separate attraversc
unaseconda corsa effettuata in condizioni riducenti omercaptoetanolo) posizionandosi al disotto della diafgn

4.9.1 Preparazione del plasmide pMSCV da&. Cali su larga scala

Per 'amplificazione e I'estrazione del plasmide OV contenent®pa 1, il ceppo
DH10B diE. Coli é stato fatto crescere in 100 ml di terreno diural LB a 37°C fino ad
una O.Dsoonmdi circa 1.0 (corrispondente a 1Xg6llule/ml).

Le colonne con resina a scambio anionico (Genomedgono equilibrate con 30 ml
di soluzione E4 (600mM NaCl, 100mM Sodio acetatd5% TritonX-100 a pH 5.0). |
batteri vengono pellettati mediante centrifugazi@an€000g per 5 min a temperatura

ambiente.
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Si aggiungono 10ml di soluzione E1 (50mM Tris, 10rBRATA con HCIl a pH 8.0) e
si risospende fino ad ottenere una sospensione e@maag Ai batteri lisati si addizionano
10ml di soluzione E2 (200mM NaOH, 1,0% SDS) mesuttamediante inversione fino a
quando il lisato appare omogeneo e si lascia peniftuti a temperatura ambiente.
Aggiungere ai batteri 10 ml di soluzione E3 (3.1Mtd3sio acetato a pH 5.0) e agitare
immediatamente per inversione fino a quando siemdti una sospensione omogenea.
Centrifugare a 12.000g per 10 minuti a temperatumdiente. || supernatante ottenuto
viene posto in colonna ed eluito per gravita, lakapoi la colonna con 60ml di soluzione
E5 (800mM NaCl, 100mM sodio acetato, con acidoiecet pH 5.0).

Eluire il plasmide con 15ml di soluzione E6 (1.5M®!, 100mM Sodio acetato, con
acido acetico a pH 5.0) ed aggiungere all’eluat®m0 di isopropanolo per far precipitare
il plasmide mediante centrifugazione a12.000g Pemuti a 4°C.

Lavare il pellet con etanolo al 70% sterile, cdagare e lasciare asciugare il pellet. Il

pellet & stato in seguito risospeso in un opporitoiome di HO sterile.

4.9.2 Preparazione del plasmide pMSCV da. Coli su piccola scala

Per estrarre il DNA plasmidico da coloniekli Coli precedentemente trasformate con
il plasmide d’interesse, i batteri sono stati pasttolturaover-nightin 5ml di terreno LB
con 1Qug/ml ampicillina. Un volume pari a 2 ml di coltubatterica, & stato centrifugato a
3.000 x g per 5 minuti ed il pellet & stato incabpér 5 minuti a temperatura ambiente con
100pl di soluzione A, contenente 0,050 M Glucosio, 25mMiNs e 10mM EDTA, 1 mg/ml
lisozima e 5mg/ml di RNasi.

In seguito sono stati aggiunti 2Q0di soluzione B (0,2M NaOH e 1% SDS). Dopo 5
minuti a temperatura ambiente, vengono addizioBatjdl di soluzione C (3M potassio
acetato e 11,5% acido acetico).

Dopo 5 minuti di incubazione in ghiaccio, si otiemn aggregato bianco in soluzione
costituito da DNA genomico batterico e proteinec&itrifuga a 12.000 x g per 5 minuti,
recuperando il sovranatante in una Eppendorf ste¥iengono aggiunti 450-5001 di
isopropanolo e si lasciano in incubazione per Subtngntemperatura ambiente.

Il DNA plasmidico precipitato viene recuperato ggsito a centrifugazione a 12.000
X g per 5 minuti. Si aggiungono 5@0 di Etanolo al 70% e si centrifuga a 12.000 x g pe
15 minuti. Il pellet si risospende in 20 di acqua sterile e si lascia per un’ora a 4°C in

modo da favorirne la solubilizzazione.

41



Materiali e metodi

4.10 Reazione a catena della polimerasi (PCR)

La PCR é una tecnica di biologia molecolare chenpéte I'amplificazione in vitro di
una specifica sequenza di DNA, da una piccola atminiziale che costituisce il filamento
stampo {emplatg. All'inizio si procede con la sintesi di due irsehi oligonucleotidici,
primers ognuno complementare a uno dei due estremi 3eatpinento duplice di DNA da
amplificare: i primers fungono da innesco per ldesdi reazioni catalizzate dalla DNA-
polimerasi.

La sequenza di ciascun filamento viene quindi dapmnel tratto compreso tra le due
regioni a cui si associano pannealinggli inneschi oligonucleotidici. L’enzima DNA-
polimerasi amplifica a partire dai primers il segnuegenico d’interesse, utilizzando i
deossinucleosidi trifosfato (ANTPs) presenti neliacela di reazione. Successivamente, i
frammenti di DNA a doppio filamento che risultam@ngono denaturati e riassociati con
gli inneschi.

La reazione con la DNA-polimerasi viene quindi tiga per un determinato numero
di cicli. Ciascun ciclo é costituito da tre stadienaturazione termica, ibridazione o
annealinge allungamento. Lo stadio di denaturazione terro@ssiste in un breve periodo
a temperatura superiore ai 90°C, in cui i dopinfienti di DNA si separano a causa della
rottura dei ponti idrogeno presenti tra le coppibasi dei filamenti complementari.

La fase di ibridazione o annealing permette il mmscimento e appaiamento dei
primers Forward e Revers con le estremita 3'deinfénti di DNA che devono essere
amplificati.

Nello stadio di allungamento avviene la reazionepdiimerizzazione in cui I'enzima
DNA-polimerasi, partendo dal primer dinnesco, eiiiza la sequenza di DNA
complementare in direzione 3’-5’, incorporando ios&nucleotidi trifosfato (ANTPS)
presenti nella miscela di reazione. Per ogni aitilamplificazione la quantita del DNA a
doppio filamento aumenta esponenzialmente. Peedaione viene utilizzato I'enzima
termostabile Tag DNA polimerasi, isolato dal battefhermus Acquaticysn quanto é
possibile effettuare numerosi cicli di amplificazé con un’unica somministrazione di
enzima. Inoltre raggiunge la sua attivita massimaaiemperature comprese tra 70°C-75°C,
temperatura che consente I'appaiamento specifacéetibasi del filamento di DNA e gli
inneschi oligonucleotidici. Di conseguenza dimigeisla probabilita che i primer si
associno a sequenze di DNA in modo aspecifico. IRamiscela di reazione é stato
utilizzato il kit commerciald&expand High Fidelity PCR System dNTP&@Rkche):
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= 4 ng DNA stampo
=  2.5mM dNTPs
=  5uM primer forward
=  5uM primer reverse
= 1X buffer polymerase+MgGl
H.O sterile fino ad un volume finale di 2%
E’ stato usato il ciclatore termico GeneAmp® Syst6@00 della ditta PE Applied

Biosystems programmato secondo lo schema ripdridigura 14.

A
30 cicli amplificazione
95.0 | 95.0
9:00 | 0:30 120 2.0
50.0 1:30 | 3:00
0:30
4.0
(0.0)
B
35 cicli amplificazione
95.0 | 95.0
9:00 | 0:30 7_2'0 7_2'0
54.0 1:00 | 3:00
0:30
4.0
o0

Figura 14. Profilo termico di amplificazione del plasmide @) e dei frammenti (B).

4.11 Corsa elettroforetica di DNA su gel di agasio

L’analisi del DNA a doppio filamento €& stata eseéguitilizzando la tecnica di
elettroforesi su gel di agarosio.
L’agarosio viene sciolto ad una concentrazione @d%6 in un tampone TAE (Tris-acetato
buffer costituito da 40mM Tris base, 20mM Acido Ace glaciale e 1mM di EDTA a pH
8,0) e addizionato con etidio bromuro (Sigma) etlacentrazione finale di Qu§/ml. Tale
sostanza, intercalante del DNA, ha capacita fluganets se esposta alla luce ultravioletta e
permette percio di rilevare i frammenti di DNA nagr attraverso il gel. La corsa
elettroforetica si esegue in un’apposita vaschettai il gel viene immerso nel tampone di
corsa TAE 1X a 80 V per 60 minuti. La generazionerdcampo elettrico permette alle
molecole di DNA cariche negativamente di migraresgal polo positivo e di separarsi in
bande diverse a seconda del loro peso molecolarezi$ualizzare le bande di DNA, il gel
viene posto su di un trans illuminatore che emdédttee UV (2004<400nm). La
dimensione delle molecole di DNA che costituiscedieerse bande si determina per
confronto con un campione di pesi molecolari dliog DNA Ladders (Bio Labs).
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4.12 Mutagenesi del gen®pa 1 sul plasmide pMSCV mediante PCR

Le variazioni a livello dei residui cisteinici sorstate ottenute effettuando una
mutagenesi sito specifica a livello delle triplettecleotidiche codificanti all'interno del
geneOpa 1 La mutagenesi di un nucleotide all’interno di utngoletta comporta la
modifica dell’aminoacido corrispondente nel procedstraduzione. Il nostro obbiettivo e
quello di mutagenizzare i codoni codificanti peesidui cisteinici all’interno del dominio
coiled coildi Opa 1 in residui serinici.

Per attuare questa metodica € necessario proget@rgrimers idonei contenenti i
nucleotidi mutati, sintetizzati dalla ditta Sigma.

Tab. | Progettazione dei primers utilizzati Primers per mutagenesi sito specifica dei
residui cisteinici (C853S, C853-6S e C874S) e prinper I'allungamento dei frammenti
contenenti tali residui amminoacidici (MutW e MutC)

AAda Sequenza primers AA

mutare mutato
Primer For 5'-GCTCTAAATCATTCTAACCTTTGTC-3’

Cys 853 Ser 853

(TGT) Primer Rev 5'-GACAAAGGTTAGAATGATTTAGAGC-3 (TCT)
Primer For 5-GAGCTGGAATCCAATGACGTG-3'

Cys 874 Ser 874

(TGC) Primer Rev 5-CACGTCATTGGATTCCAGCTC-3 (TCC)

Primer For | 5'-TAAATCATT CTAACCTTICTCGCAGAGGT-3’

Cys 853-6 Ser 853-6
(TGT) Primer Rev | 5-ACCTCTGCGAGAAAGGTTAGAATGATTTA-3’ (TCT)
Mut W 5-ACAATGCTTTGGAAGACCGGT-3
Mut C 5-TTGGCGCCTACCGGTGGAT-3

4.12.1 Taglio enzimatico del DNA con I'endonueasi di restrizione

Le endonucleasi di restrizione sono enzimi di omgibatterica che riconoscono
specifiche sequenze di DNA e tagliano la doppicadl presenza di esse.
L’enzima Agel (BioLabs), da noi utilizzato, presambme sito di riconoscimento:
5 ACCGG?T
3 TGGCCA’

Le digestioni sono state effettuate utilizzando 8Uenzima per gl di DNA
plasmidico in un volume finale di PO in tampone consigliato dalla ditta fornitrice.
L’incubazione avviene a 37°C per 2 ore e, succagsante, a 65°C per 20 minuti per

inattivare I'enzima.
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4.12.2 Defosforilazione del plasmide pMSCV

L’enzima Agel é stato utilizzato come unico enzidnaestrizione per la digestione del
plasmide pMSCWpal Per evitare la ligazione delle estremita del orett previa
inserzione il frammento € stato trattato con liere Fosfatasi Antartica (BioLabs) che
catalizza la rimozione del fosfato 5’, evitandoiad®e il plasmide si richiuda.

La defosforilazione viene effettuata utilizzando BlUfosfatasi per lug di DNA
plasmidico in 2Qul totali di buffer per fosfatasi 1X BioLabs. La soela di reazione
viene mantenuta a 37°C per 15 minuti ed in segai®hb°C per 5 minuti per bloccare

I'attivitd enzimatica.

4.12.3 Ligazione

L'inserimento dei frammenti di DNA nel plasmide digo viene eseguito tramite
I'utilizzo dell’enzima T4 DNA Ligasi (Roche). L'efima € in grado di catalizzare la
formazione di legami fosfodiesterici, unendo il gpo 5’-fosforico con il gruppo 3'-
ossidrilico dei deossinucleotidi adiacenti a livadlel sito di inserzione nel DNA.

La ligazione viene effettuata utilizzando 1U deksgper 0.fig di DNA plasmidico in
un volume totale di 2@l di buffer di ligazione 1X consigliato dalla ditfarnitrice. La

reazione avviene ad una temperatura di 16°C pere.6

4.12.4 Preparazione di batteri chimico compet¢énDH10B

Una singola colonia del ceppo DH10BHIIColi viene inoculataver-nightin 2 ml di
terreno LB liquido senza antibiotici a 37°C.

A 500 pul di precoltura vengono addizionati 50 ml di tewellB non selettivo ed i
batteri vengono mantenuti a 37°C per circa un’fora ad una O.Qgonmdi circa 0,2-0,3.
La coltura viene suddivisa in 2 provette da 50 talils, viene posta in ghiaccio per 20
minuti e, successivamente, centrifugati a 4100 peg 5 minuti a 4°C. Il pellet viene
risospeso in 25 ml di Cag£0,1M freddo, mantenendolo a 4°C. La sospensiogeevunita
in un’unica provetta e mantenuta in ghiaccio pem8@uti. In seguito a centrifugazione
(4100 x g per 5 minuti a 4°C), il pellet viene gpeso in 1 ml di Cagl0.1Maddizionato

con 20% glicerolo. | batteri vengono aliquotatvimlumi pari a 5Qul e conservati a -80°C.

45



Materiali e metodi

4.12.5 Trasformazione batterkE. Coli DH10B

Alle aliquote da 5Qul di batteri chimico competenti, una volta scontgia ghiaccio,
sono stati aggiunti 2Ql di ligazione. | batteri vengono posti in ghiacg@er 30 minuti e
successivamente portati a 42°C per 90 secondicEssario addizionare immediatamente
900 pl di terreno LB liquido privo di ampicillina. Dopah di crescita a 37°C, i batteri
vengono centrifugati a 3000 x g per 4 minuti egellet viene piastrato su terreno LB

solido addizionato con ampicillina.

4.13 Mutagenesi sito diretta mediante kit commerale QuikChange® Il

XL Site-directed Mutagenesis Kit

La mutagenesi condotta con il KQuikChange® Il XL Site-Directed Mutagenesis
prevede limpiego di una DNA polimerasi ad altdicéénza denominat@fuUltra, in
grado di polimerizzare la sequenza completa dednpiide ricombinante pMSCV a patrtire
dal primer contenente la mutazione puntiforme digréareazione di PCR.

La miscela di reazione e costituita da:

= Plasmide pMSCV 10ng

= Primer mutato Forward 5uM 125ng
= Primer mutato Revers 5 uM 125ng
= Reaction Buffer 10x 5ul

= dNTPs MIX 1ul

= Quick Solution 3ul

Il volume finale di reazione é pari a 50ul.

La reazione é stata posta nel termociclatore GepgABystem 9700 (Applied

Biosystem) e sottoposta a 30 cicli di amplificaz@econdo lo schema descritto in figura

15. 30 cicli amplificazione
95.0 | 95.0
1.00 50.0 68-0 68.0
60.0 10:00| 7:00
0:50
4.0
0

Figura 15. Profilo termico di amplificazione del plasmide fMSCYV a partire da primers mutati.

Terminati i cicli di amplificazione la reazione &i® posta per due minuti in ghiaccio e vi e

stato aggiunto 1ul di enzima di digestidiepl (100 U/ul).
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Si tratta di un endonucleasi in grado di digerieéesivamente DNA metilato di origine
batterica quale il plasmide pMSCV utilizzato cotamplate mentre i filamenti di DNA di
nuova sintesi, contenti la mutazione, non sonolateti

L'enzima PfuUltra € ad alta efficienza di mutazipmea durante la fase di
incorporazione dei nucleotidi possono verificarsitazioni indesiderate nella sequenza del
gene Opa 1. Per questo motivo & necessario eseguire il seqmanto dell’intera
sequenza codificante per la proteina OPA 1 intatngettore, accertando cosi I'esclusiva

presenza della mutazione desiderata.

4.13.1 Trasformazione di batteriE. Coli X10 Gold ultracompetenti

Per eseguire la trasformazione dei batteri X10 Golitlacompetenti sono stati
aliquotati 4%l di batteri in una vial da 2,5ml posta precedemeta in ghiaccio.
All'aggiunta di 2ul dif-mercaptoetanolo, segue un periodo di 10 minuiclibazione in
ghiaccio. In seguito vengono aggiunti 2ul della zieae di amplificazione
precedentemente ottenuta. Dopo uno shock term#&2f@ per 30 sec, | batteri sono stati
addizionati con 500ul di terreno NZY e sono stastpa 37°C. Dopo un’ora di crescita in
terreno liquido, 250ul di coltura batterica sonatispiastrati su terreno solido LB

addizionato con ampicillina, quale agente di selezi

4.14 Purificazione da gel di agarosio e da prodaitdi PCR di frammenti
di DNA

Al fine di estrarre e purificare da gel di agarodiglasmide di interesse, e stato
utilizzato il kit commerciale Migh Pure PCR Product Purification Ki{Roche). La banda
d’'interesse viene direttamente dal gel di agarggsto sul trans illuminatore e se ne
determina il peso. Si aggiungono 3Q0 di binding buffer per ogni 100 mg di gel.
L’Eppendorf contenente il gel viene posta a 56 €30 minuti, agitando ogni tre minuti.
Al termine del trattamento, si aggiungono 130di isopropanolo ogni 100 mg di gel
iniziale. A questo punto la soluzione viene cadcsii colonnine di polipropilene con un
apposito filtro. La soluzione viene eluita mediaogmtrifugazioni successive a 13.000 x g
per 1 minuto, eliminando ogni volta la soluzioneecéi deposita nel collettore della
colonnina. Al DNA, trattenuto dal filtro, vengon@giunti 500 pl di wash buffer. In
seguito a centrifugazione a 13.000 x g per 1 minsit@ddizionano 50-10@ di elution
buffer. Dopo 2 minuti di incubazione, si ripeteckentrifugazione (13.000 x g per 1 minuto)

in modo da eluire il frammento d’'interesse.
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Il medesimo kit commerciale permette inoltre laificazione diretta di amplificati da
PCR non separati in gel di agarosio. A 3@0di soluzione di amplificazione da PCR
vengono aggiunti 50@U di binding buffer, mescolando vigorosamente pefersione. |
600 ul di soluzione ottenuta vengono posti sul filtrdlel@pposite colonnine e centrifugati
a 13.000 x g per 1 minuto, eliminando la soluziohe e presente nel collettore. In seguito
si aggiungono 50Qu di wash buffer e si centrifuga a 13.000 x g penihuto. II DNA
viene eluito per centrifugazione (1 minuto a 13.80§), in seguito ad incubazione per 2

minuti in 50 — 10Qul di elution buffer.

4.15 Screening dei plasmidi ricombinanti mediante restrizione

Lo screeningdelle colonie ricombinanti, ovvero la verifica @elpresenza e della
corretta taglia dell'inserto, & stato effettuatdestendo delle colture batteriche ed
eseguendo delle mini preparazioni di DNA plasmidamme precedentemente descritto.
L’analisi dei plasmidi & stata eseguita attravetsibe digestioni con I'enzima di restrizione
Agel e la successiva osservazione, mediante diat in gel d’agarosio, della lunghezza

dei frammenti ottenuti.

4.16 Preparazione di campioni per il sequenziam&

La mutagenesi condotta con il kit commerciale Quitiange Il XL Mutagenesis Kit
ci ha permesso di ottenere una mutazione sito fiedul geneOpa 1 a livello delle
triplette codificanti per le cisteine 853 e 874lagroteina Opa 1. Per accertare la sola
presenza della mutazione desiderata € necessaersaare I'intero frammento genico
Opa linserito nel plasmide pMSCV. Il gene é costitudi@ 10.000 paia di basi e la sua
sequenza presenta un’ alta percentuale di adenigaamine consecutive rendendone
difficile il sequenziamento completo. Per faciléde operazioni di sequenziamento e stato
necessario suddividere tale gene in tre frammantiirdensioni minori della lunghezza
compresa tra le 1.200 e le 1.500 paia di basarhinenti sono stati ottenuti e amplificati
mediante PCR con primers appositamente progetficcessivamente sono stati
purificati, come descritto nel paragrafo 4.14, amjificati mediante caricamento su gel di
agarosio. La preparazione dei campioni da sequengiatata eseguita essicando 3,2pmoli
di primer e 350ng di frammento amplificato da PCpueficato. L’essicazione del DNA e
stata effettuata mantenendo le Eppendorf alla testyra di 65°C per un breve periodo. |
campioni sono stati sequenziati dal servizio diusegiamento BMR Genomics, che si
serve dell’ apparecchio ABI Prism 3700 DNA Analyzer
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4.17 Produzione di vettori Lentivirali

| costrutti pMSCV precedentemente mutati e seqaéingono stati utilizzati per la
produzione di vettori lentivirali al fine di costite delle linee cellulari che esprimessero
stabilmente la proteina d’interesse.

Le cellule Human Embryonic Kidney 293 (HEK 293) sastate utilizzate come cellule di
packaging per la produzione del vettore retrovirBlepo 24 ore dalla messa in coltura le
cellule sono state co-trasfettate con i costruMiSEV e con il plasmide helper plK
(Ecopac), utilizzando I'agente di trasfezione Tfaasn (Biorad).

Il plasmide helper contiene i geni essenziali pereplicazione virale quali i geni che
codificano per proteine strutturali del capsideér Il vettore pMSCV contiene il dominio
di packaging ) in modo da poter essere contenuto dalla pamicatale. Le proteine
strutturali virali riconoscono I'acido nucleico detttore (contenente la sequenza psi), ma
non il plasmide helper (privo di psi). In questoduoaall’interno del capside virale sara
presente soltanto il vettore pMSCYV (figura 16)surnatante cellulare contenente il virus é

stato aliquotato e conservato a -80°C.

CASSETTA DI
k4 ESPRESSIONE

VETTORE pMSCV

+
GENI VIRALI i‘I’f
PLASMIDE HELPER

\o@®

° o000
PROTEINE DI PROTEINE DI
REPLICAZIONE STRUTTURA

N 55—

lREPLICAZIONE

VETTORE
VIRALE

ASSEMBLAGGIO
VETTORE

CELLULE DI
PACKAGING
HEK 293

Figura 16. Produzione divettori Lentivirali

4.16.1 Generazioni di cloni cellulari stabili mediate trasfezione con vettori lentivirali

Cellule MEF OPA 1" sono state trasdotte con il retrovirus per 24 aatdén seguito
mantenute nel terreno di coltura DMEM, precedentémelescritto, ed addizionato con
puromicina (plg/ml) quale agente di selezione per il plasmide @MS
In questo modo sono stati ottenuti cloni cellulargrado di esprimere stabilmente la

proteina di interesse.
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5 RISULTATI E DISCUSSIONE

L'obiettivo iniziale dello studio condotto duranteperiodo di tesi e stato quello di
verificare a livello cardiaco la presenza di evahtmodifiche a carico della proteina OPA

1, in seguito a danno ossidativo.

5.1 Effetto dello stress ossidativo sulla protein@PA-1

Per indurre stress ossidativo a livello cardiacsta@o utilizzato un modello di cuore
riperfusoex-vivosecondo il metodo di Langendorff.

Il cuore isolato di ratto e stato perfuso con pgidis di idrogeno (KD,) 1 mM per 15
minuti, in quanto tale protocollo consente di img@uuno stress ossidativo massimale. Un
ulteriore modello di stress ossidativo in gradoirttiurre danno cardiaco, consiste nell’
ischemia (assenza di flusso) per 45 minuti segigtaun periodo di riperfusione di 15
minuti. Cuore perfuso in condizioni normossiche fBrminuti con la stessa soluzione
salina in assenza di,B, € stato utilizzato come controllo (vedi sez. Mialee metodi).

Per ridurre le ossidazioni dovute ad artefatti dtedl processo di estrazione é stato
aggiunto l'acido etilendiaminicotetracetico (EDTA)er chelare gli ioni metallici che
favoriscono la formazione di specie radicalichelthe le soluzioni di estrazione sono state
degasate mediante l'utilizzo di una pompa a vudtmsufflate con gas inerte (Argon) per
ridurre la quantita di ossigeno disciolto e quiildsuo potere ossidante. Dato che le
proteine ossidate sono maggiormente suscettiddi dégradazione proteica (Berlett e
Stadtman, 1997) e stato aggiunto una miscela coamaherdi inibitori delle proteasi
(Sigma). Ogni estratto proteico € stato trattatodndizioni riducenti, mediante I'aggiunta
di B-mercaptoetanolo, ed in condizioni non riducemnti,presenza di N-etilmaleimmide
(NEM), agente alchilante che lega irreversibilmentgruppi sulfidrilici impedendone
l'ossidazione nel campione analizzato. | lisatitgied cosi ottenuti sono stati sottoposti a
corsa elettroforetica e successivo immunoblottiog tanticorpo anti-OPA 1 (Becton
Dickinson).

L’immunoblotting (figura 17) evidenzia la presenzggl campione normossico, di
numerose isoforme (circa cinque) della proteina OPA&on un peso molecolare noto
compreso tra 80 e 120 KDa. Nel tessuto di cuore rato sottoposto ad
ischemia/riperfusione e di cuore riperfuso cai®ke evidente la formazione di complessi

ad elevato peso molecolare, superiore ai 220 Kbateoenti la proteina OPA 1.
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Red Ponceau Immunoblot anti-OPA 1
non riducente riducente
A IR HO, A IR H0, A IR H0, A IR H,0,
—>
—>
220KDa —
120KDa —
100KDa — .
o Al
80KDa — - emm
70KDa —

Figura 17. Effetto della riperfusione post ischemica e dedl perfusione con HO, sulla proteina OPA 1.
Campioni di cuore di ratto perfusi in condizione normossi¢A) sono stati confrontati con campioni di cuori riperfpgir 15’ in
seguito a 45’ di ischemia (I/R) e con campioni perfusi in daiwhi con H,0, 1mM (H,O,) per 15'. Questa ultima condizione
sperimentale rappresenta il piu elevato insulto ossidatia proteina & stata estratta e denaturata secondo il metidchemmli in
assenza (condizione non riducente) o in presenZrdercaptoetanolo (condizione riducente). L'incubazi@oa I'anticorpo anti-
OPA 1 evidenzia la comparsa di bande a piu alto peso molexalircampioni di cuore riperfuso e perfuso copCH rispetto al
campione di controllo-©). Tali bande scompaiono in condizioni riducenti e sono g&d attribuibili alla formazione di ponti
disolfuro intermolecolari.

E possibile affermare che tali complessi siano tiaila formazione di ponti disolfuro
tra residui di cisteina, in quanto le bande a [itiol peso molecolare scompaiono in seguito
a trattamento cofi-mercaptoetanolo che riduce i ponti disolfuro.

Per confermare la presenza di modificazioni ossiela carico della proteina OPA 1 é
stataapplicata la tecnica dell'elettroforesi bidimensieredox. Tale metodica consiste nel
separare le proteine mediante due corse elettdbe: la prima in condizioni non
riducenti, la seconda in condizioni riducenti irepenza dB-mercaptoetanolo (vedi sez.
Materiali e metodi). In seguito a tale separazitsmgroteine si dispongono lungo una
diagonale. Lo scopo & quello di rilevare la presedi ponti disolfuro tra proteine che
migrano come complesso nella prima dimensione, mamngono separate dal riducente
nella seconda dimensione. Le proteine ridotte @ peslecolare minore migrano cosi in
regioni che discostano dalla tipica diagonale.

L'estratto proteico e stato denaturato secondeooitqrlimento di Laemmli in assenza
di riducente e le proteine sono state sottoposte SBX5-PAGE. Successivamente
utilizzando le strisce di gel contenenti le proteseparate, e stata effettuata una seconda
corsa elettroforetica in presenzafdmnercaptoetanolo. In seguito ad immunoblotting con
anticorpo anti-OPA 1 (figura 18) e stata osserva&,campione di cuore riperfuso con
H,0, la presenza di due bande al di sotto della didgorarrispondenti ad almeno due

isoforme monomeriche della proteina in studio.
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Figura 18. Elettroforesi bidomensionale redox su campiondi cuore di ratto. La diagonale riportata in figura
rappresenta la migrazione di un estratto proteico totakessuto di cuore di ratto sottoposto ad aerobiosi (A) e fugercon HO, (B
e C). Nel campione di controllo sono evidenti due spots tra 800 kDa corrispondenti a due isoforme monomeriche detitejpra
OPA 1. Tali isoforme sono presenti anche nel campione sostopa stress ossidativo, dove & inoltre presente un cosapéepeso
molecolare di circa 200 kDa-). In presenza dB-mercaptoetanolo (C) il complesso si disgrega ed appaioieosgots esterni alla
diagonale che corrispondono alle due isoforme monomeumci@PA 1.

Per attribuire un relazione diretta tra la formmae del complesso e la presenza di
ROS, criosezioni di tessuto di cuore di controlene state incubaten vitro con due
soluzioni ossidanti: soluzione Fenton A (figura )9€ontenente PBS, @, ed EGTA, e
Fenton B (figura 19B), contenente PBSOH EGTA, FeSQe NaN (vedi sez. Materiali e
metodi). Ambedue le soluzioni contenevano una aunaeione crescente di,B,, agente
ossidante, ed una concentrazione costante di EGdénte chelante del calcio (per evitare
la formazione di legami crociati ad opera dellesglutaminasi).

La soluzione con maggior potere ossidante (Femprconteneva inoltre solfato
ferroso e sodio azide. Lo ione #énduce la formazione del radicale idrossile aipart
dall'acqua ossigenata secondo la reazione di Feagah Introduzione). La sodio azide e
in grado di inibire gli enzimi citocromo ¢ redutt&scatalasi, quest’ ultimo preposto alla
conversione del perossido di idrogeno ad ossigehacgua. In seguito al trattamento e
stata effettuata I'estrazione proteica dalle cdmse di tessuto secondo il metodo di
Laemmli ed ogni campione € stato preparato contemmgamente in assenza ed in
presenza di agente riducente. Gli estratti protecio stati sottoposti ad SDS-PAGE e
successivo immunoblotting con I'anticorpo anti-OPA

Come evidenziato in figura 19, si ha la formaziatie aggregati ad alto peso
molecolare di OPA 1 in modo proporzionale alla @nmcazione di KO, presente
all'interno della soluzione di incubazione. In paotare la soluzione Fenton B, a maggior

potere ossidante, induce una formazione piu elaeiatamplessi.
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Figura 19. Il trattamento in vitro di campioni di cuore di rat to con soluzioni contenenti differenti
concentrazioni di H,0,ed FeSQ evidenzia l'ossidazione della proteina OPA 1Gli estratti proteici sono stati trattati
per 30’ a temperatura ambiente con le seguenti soluziorid arss:

Fenton APBS contenente 2mM #0,, 2 MM EGTA A)
Fenton B-PBS contenente 2mM 40,, 2 mM EGTA, 2 mM FeSQ, 0.02% NaN (B)

Le soluzioni utilizzate per I'incubazione nei diversi caomg sono state diluite in modo da ottenere le seguenti aamnaegioni di
H,0,: 0 mM (controllo); 0.25 mM; 0.5 mM; 1 mM; 2 mM. Limmunoblot @enzia la formazione di aggregati ad alto peso
molecolare della proteina OPA 1 nei campioni trattati, indmalirettamente proporzionale alla concentrazione gpresente nella
soluzione di incubazione. Tale evidenza € maggiore nelgnB in cui i campioni sono stati trattati con la soluziongsidante
Fenton B.

Nei campioni trattati con la soluzione Fenton Bwidente la formazione aggregati di
dimensioni tali da non riuscire a migrare all'imrdel gel. Per valutare I'entita di tali
complessi proteici & stata applicata una metodietireforetica denominata Blue Native-
PAGE, messa a punto in collaborazione con il grugebProf. Luca Scorrano (Istituto
Veneto di Medicina Molecolare (VIMM), Padova) sutocondri isolati. Questa tecnica
permette di evidenziare l'eventuale presenza dipbtesai proteici aventi un peso
molecolare molto elevato, anche superiore a 1008 Kedi sez. Materiali e metodi). Per
I'estrazione dei complessi dalla membrana mitodatedri mitocondri isolati da cuore di
ratto in aerobiosi (figura 20A) e da cuore diggterfuso con 1 mM ¥D, per 15 minuti
(figura 20B) sono stati trattati con detergentgmado di separare aggregati con un diverso
peso molecolare.

In particolare mediante l'incubazione con 2.5%odetil{3-D-maltoside (DDM) per
10 minuti a temperatura ambiente € possibile isalaomplessi a peso molecolare molto
elevato in quanto il detergente e tra i piu fdvtediante la stessa modalita di incubazione
con digitonina (Dig) 1.25% vengono isolati compiedisminore entita e si mantiene la

presenza delle tipiche isoforme monomeriche detféepha OPA 1.
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La figura 20 mostra il diverso potere di solubiazione dei vari detergenti testati. |
mitocondri da cuore in condizioni normossiche pnéseo fisiologicamente complessi
della proteina OPA 1 a peso molecolare nettamergersre a quelli evidenziati mediante
la metodica SDS-PAGE. Tuttavia e possibile osserval pannello B della figura, che nei
mitocondri da cuore sottoposto a perfusione ce@.Ha proteina OPA 1 tende a formare
spontaneamente aggregati con un peso molecolaeei@gpai 1000 KDa.

A controllo B 1mM H,O,
Tx Tx
DDM 100¢chapsps Dig DDM 100 Dlg

1236— 1236—
1048— 1048—

720— 720—

242— 242

146— 146
66 —

Figura 20. Elettroforesi nativa (Blue Native-PAGE) su camjioni di cuore di ratto. | mitocondri estrattida un cuore
di ratto in aerobiosi (A) e da un cuore di ratto sottopostoparfusione per 15 minuti con 40, 1mM (B) sono stati trattati con i
detergenti DDM, Triton X-100 e digitonina al fine di effettte la solubilizzazione delle proteine transmembrana.tbeondri da
cuore di controllo sono stati trattati anche con Chaps ed.3B$roteine estratte sono state sottoposte a corsa ébettioa su gel
nativo in modo da isolare anche i complessi proteici a pesiecotare elevato. Dallimmunoblot emerge che nei mitoqoestratti
da cuore trattato con #, sono presenti degli aggregati proteici ad un peso moleeaaperiore ai 1048 KDaX); tali complessi
non sono presenti nei mitocondri estratti dal cuore di natto sottoposto a stress ossidativo.

Sottoponendo i campioni di mitocondri ad una seeoodrsa elettroforetica € possibile
migliorare la risoluzione della separazione in daasi ha I'aggiunta nel tampone di corsa
del detergente DDM in percentuale pari allo 0.02%.
Le figure 21A e 21B mostrano la presenza in ambedwsnpioni utilizzati delle forme
monomeriche di OPA 1 e di complessi con un pes@oatdre superiore ai 250 KDa.
Tuttavia nei mitocondri isolati in condizioni dirte stress ossidativo (cuore riperfuso
con HO,;) la dimensione degli aggregati che si formano éggime. La corsa
elettroforetica in seconda dimensione e stata teffed anche a partire dai campioni
solubilizzati in presenza di DDM, detergente chelasgli aggregati di dimensione
maggiore. Tuttavia nell'immunoblotting anti-OPA & Bande dei complessi non risultano

ben definite (dato non mostrato).
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Figura 21. Elettroforesi bidimensionale nativa (Blue Natve-PAGE) su campioni di cuore di ratto. Per
permettere una migliore separazione dei complessi pi@eidenziati in figura W, € stata effettuata una secondaaetettroforetica
in condizioni native in presenza di 4% DDM, in modo da ageneoldteriormente la solubilizzazione dei complessi sepdraante la
prima corsa elettroforetica. La figura mostra I'immundtifeg anti-OPA 1 della seconda dimensione a partire datiscgt di gel su
cui sono state separate le proteine mitocondriali estdateuore di ratto in aerobiosi (A) e da cuore di ratto sottopagiperfusione
per 15 minuti con HO, 1mM (B) trattate con digitonina, che solubilizza gli aggadgroteici a peso molecolare maggiore. L'analisi
evidenzia che in ambedue i campioni proteici sono preseufiegati a peso molecolare di ~150 e ~300 KDa in condiziotivea
Tuttavia i mitocondri estratti dal cuore sottoposto a stressidativo contengono aggregati della proteina OPA 1 a pedecolare
superiore ai 480 KDa.

5.2 Identificazione di complessi proteici di OPA 1nella linea cellulare
HL-1 e variazione della dinamica mitocondriale in sguito a stress

ossidativo

Dopo aver dimostrato con diverse metodiche lteffelello stress ossidativo sulla
proteina OPA 1, é risultato interessante capirdegiosse la conseguenza della formazione
di aggregati aspecifici della proteina. Ad oggipiiincipale processo nei quali risulta
coinvolta OPA 1 e il meccanismo di fusione e fisgiomitocondriale (Olichon et al.,
2007).

Con lo scopo di stabilire un eventuale coinvolgitoedegli aggregati di OPA 1 nei
processi di fissione e fusione mitocondriale éastdilizzata la linea cellulare HL-1, cellule
in coltura stabilizzata derivanti da atrioma murihe cellule HL-1 poste in coltura sono
state sottoposte ad incubazione ca®Hjuale agente ossidante, per confermare mediante
analisi Western Blotting e rivelazione con l'antpm anti-OPA 1 la formazione di
aggregati ad alto peso molecolare anche in questieloin vitro. La figura 22 evidenzia
la formazione degli aggregati di OPA 1; tale aggmgne proteica € invece assente nei
lisati provenienti da cellule di controllo non ifm@ate con HO,. Per determinare la natura
del legame implicato nella formazione dei comples€PA 1, i campioni di lisati proteici
sono stati esposti a condizioni riducenti mediantebazione coffi--mercaptoetanolo e, in

seguito al trattamento, si € osservata la disgregeai tali complessi.
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Figura 22. Formazione di complessi proteici ad alto peso metolare di OPA 1 nelle HL-1 incubate con
perossido di idrogeno e disgregazione di tali complessi irondizioni riducenti. Campioni di lisati proteici ottenuti in
seguito ad incubazione di HL-1 per 30 minuti a 37°C con unaziohe di tampone HBS addizionato con 0.5 e 1mbDkb con
tampone HBS come controllo (0 mM,B,). | campioni proteici sono stati denaturati secondo il rdetdi Laemmli in assenza
(condizione non riducente) o in presenzapdinercaptoetanolo (condizione riducente). L'immunoblogusito ad un tempo di
acquisizione maggiore (t=1') evidenzia la formazione dgragati ad alto peso molecolare della proteina OPA 1 nel earapdi
cellule incubate con kD, in condizioni non riducenti (B). Tali aggregati non sonogeneti nel controllo (0 mM HO,) e nei campioni
trattati conB-mercaptoetanolo (C).

Come osservato nel cuore di ratto, anche nellaleettardiache HL-1 e possibile
affermare che i complessi ad alto peso molecolaka doroteina siano dovuti alla
formazione di ponti disolfuro tra residui di cistai
Le cellule HL-1 sono state poste in coltura e fatterire a vetrini portaoggetto sterili.

Dopo aver raggiunto un livello di confluenza pali90-95% le cellule sono state
transfettate mediante lipofectamina con un plasmam@enente il gene codificante per la
proteina fluorescenteRed Fluorescent Protein(RFP) avente una sequenza di
localizzazione mitocondriale. Il costrutto € denoato MitoRed (vedi sez. Materiali e
metodi). In questo modo é stato possibile evideazmediante microscopia confocale le
variazioni nella morfologia mitocondriale in rispasa stress ossidativo indotto da
concentrazioni crescenti di.8,. In particolare sono state acquisite una seriendaagini
ad intervalli di 30 secondi per 30 minuti totalirpegni vetrino. In ogni esperimento
eseguito € stata aggiunta una concentrazione otesck HO, dopo cinque minuti
dall'inizio dell'esposizione. Il controllo & rappeatato da cellule trasfettate non incubate
con perossido di idrogeno.

Dalle immagini esemplificative riportate nella firgu23, & possibile osservare che nel
vetrino di controllo si ha il movimento della retetocondriale che mantiene una struttura
tubulare filamentosa. Al contrario, nelle cellulacubate con KD, si assiste alla

disgregazione della rete mitocondriale e quindumdumentata fissione dei mitocondri.
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Figura 23. Variazione della dinamica mitocondriale in cellle HL1 in seguito ad incubazione con HO,. Cellule
HL-1 transfettate con il marcatore mitocondriale fluosrge MitoRed sono state osservate per circa 30 minuti, aviti di 30
secondi mediante microscopia confocale. Le immagini séate sicquisite in cellule mantenute in tampone HBS privo g)4¢d in
cellule incubate, dopo 5 minuti dalla prima acquisizior® ana concentrazione di,®, pari a 1mM. La figura riporta le immagini
relative a 0, 5’ e 30’ di cellule mantenute in tampone HBSEAC) e di cellule incubate con 1mM 4@, (D-E-F) dopo i primi 5
minuti. Le cellule sottoposte a stress ossidativo (D-E-Bstmano una disgregazione della rete mitocondriale dellula pochi
secondi dopo lincubazione con,B,. Nelle figure A-B-C & evidente uno spostamento della ret®eondriale, ma la morfologia
tubulare deifilamenti viene mantenuta anche dopo 30 minuti

Studi recenti (Frezza et al., 2006) hanno messevidenza un nuovo ruolo della
proteina OPA 1 relativo al controllo del rilascialld membrana interna mitocondriale di
citocromo c, fattore chiave della via intrinsecagoptosi.

In collaborazione con il gruppo del prof. Luca Seao dell' Istituto Veneto di
Medicina Molecolare (VIMM) di Padova, e stato valat il rilascio di citocromo c in
mitocondri isolati ed incubati con le soluzioni iolssti Fenton A e Fenton B sopra

descritte, contenenti 1 mM,B».
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In seqguito al trattamento i mitocondri sono stantcifugati in modo da separare |l
sovranatante, contenente la frazione citosolicangdédcondri danneggiati e le proteine
rilasciate da essi, ed il precipitato, contenentenitocondri integri e le membrane
mitocondriali. La valutazione quantitativa del sitdo di citocromo c € stata effettuata
mediante test ELISA (vedi sez. Materiali e metodi)

L'istogramma (figura 24) mostra la percentuale dboccomo c rilasciato dai
mitocondri rispetto al citocromo c totale, datolaaomma della proteina presente nel
sovranatante e nel pellet mitocondriale. I mitogondn trattati con le soluzioni ossidanti
hanno un rilascio di citocromo c pari al 6%, dovuyimbabilmente ad una piccola
percentuale di mitocondri danneggianti durantertc@dura di estrazione. La percentuale
di rilascio del fattore pro-apoptotico € nettamesiperiore nei campioni trattati con le
reazioni ossidanti Fenton A e Fenton B, ad indiaata maggiore attivazione della via
apoptotica in seguito a stress ossidativo indiotigtro. Secondo quanto da noi ipotizzato,
la soluzione Fenton B, rappresentando la condizthmeaggiore stress ossidativo rispetto
alla soluzione Fenton A, dovrebbe determinare uaggwre fuoriuscita di citocromo c.
Tuttavia € probabile che la presenza di sodio aaltiaterno della soluzione Fenton B
abbia interferito con il saggio colorimetrico det EELISA commerciale utilizzato, in

quanto tale sostanza € un inibitore irreversibdibedperossidasi (HRP).
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Figura 24. Percentuale di rilascio del citocromo c in seguit a trattamento con soluzioni ossidanti effettuato
su mitocondri estratti da cuore di ratto. | mitocondri di cuore di ratto sono stati incubati per 30 ntirai temperatura
ambiente con le soluzioni ossidanti Fenton A e Fenton B d&sar figura 15, contenenti 2mM H202. In seguito a cengéimione a
100009 per 10’ & stato valutato il quantitativo di citocrompresente nel pellet, costituito dai mitocondri integrigefcammenti di
membrana mitocondriale, rispetto al sovranatante, centenla frazione citosolica dei mitocondri dannegiati, mete test ELISA.
L'istogramma rappresenta il valore in % di citocromo c ri@asa dai mitocondri estratti da cuore di ratto rispettm@iomo c
totale(presente nel pellet e nel sovranatante). | mitogarh trattati (controllo) hanno rilasciato un quantitatiminimo di proteina
antiapoptotica rispetto ai mitocondri sottoposti a stoessd ativo.

59



Rlisti e dicussione

| dati ottenuti hanno confermato la relazione trggragazione della proteina
mitocondriale e stress ossidatiuo vitro anche nella linea cellulare cardiaca HL-1. La

scelta di questo modello sperimentale ha permeisswothere uno studio di funzionalita

della proteina OPA 1 sia a livello del processo fdsione mitocondriale, sia,

indirettamente, a livello di rimodellamento detiestae mitocondriali interne, valutando il

rilascio del fattore proapoptotico, citocromo cesgse contenuto.

5.3 Identificazione di complessi proteici di OPA Inella linea cellulare
MEF

La proteina OPA 1 € ubiquitariamente espressamiteicondri di tutte le cellule ed e
quindi presente anche nella linea cellulare diolibasti murini (Mouse Embryonic
Fibroblast, MEF). Le cellule MEF, definite wild tgp(MEF WT), esprimono tutte le
isoforme della proteina OPA 1 e possiedono unamgtecondriale tubulare ed allungata,
simile a quella osservata nella linea HL-1.

Presso il laboratorio del Prof. Scorrano (VIMM)ra gia disponibile questa linea
cellulare modello silenziata per il geBpa 1mediante RNA interference (MEF OPA)
che e caratterizzata da mitocondri frammentati mtifirmi dovuti al blocco del processo
di fusione mitocondriale. La linea MEF WT e statattgposta ad incubazione con
perossido di idrogeno, quale agente ossidanteyv@eficare I'eventuale formazione di
aggregati ad alto peso molecolare della proteinA OR_'analisi &€ stata condotta mediante
Western Blotting e successiva rivelazione con itanpo anti-OPA 1 a partire dai lisati
proteici totali. La figura 25 evidenzia che nelilale MEF WT incubate con 40, sono

evidenti bande ad alto peso molecolare, indicarfibimazione di complessi di OPA 1.
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Figura 25. Formazione di complessi proteici ad alto peso metolare di OPA 1 in cellule MEF incubate con

perossido di idrogeno e disgregazione di tali complessi irondizioni riducenti. Campioni di lisati proteici ottenuti in
seguito ad incubazione di MEF per 30 minuti a 37°C con unazgmie di tampone HBS addizionato con 0.5 e 1miDkio con

tampone HBS come controllo (0 mM,B,). | campioni proteici sono stati denaturati secondo il rdetdi Laemmli in assenza
(condizione non riducente) o in presenzafdinercaptoetanolo (condizione riducente). L'immunobleidenzia la formazione di
aggregati ad alto peso molecolare della proteina OPA 1 mepime di cellule incubate conJ®, in condizioni non riducenti (A).
Tali aggregati non sono presenti nel controllo (0 mM) e nei@@mpioni trattati cof-mercaptoetanolo (B).
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La scelta dell'utilizzo di questo modello cellulatederivazione epiteliale e non cardiaca e
stata dettata dalla disponibilita di cell@pa I" in cui poter esprimere la proteina mutata
in specifici residui amminoacidici.
5.4 Identificazione di ipotetici residui cisteinicicoinvolti nella formazione

di ponti disolfuro intermolecolari

Data l'evidenza riguardante la disgregazione denmessi proteici di OPA 1 nel
cuore isolato in seguito a trattamento con I'agemieicente3-mercaptoetanolo (vedi
figura 17), e stato ipotizzato che tali complessskro dovuti alla formazione di ponti
disolfuro tra residui di cisteina.

Sono state inizialmente allineate tutte le varidnsiplicing note della proteina, mediante il
programmaCLUSTALWdisponibile nel sito http:// expasy.org/tools/.tfEule varianti di
OPA 1 contengono dieci residui cisteinici consarvat

Dal momento che la struttura della proteina OPAA @ stata risolta né mediante NMR né
mediante cristallografia a raggi-X, e stata effsthuuna predizione di struttura della
proteina mediantehomology modellingper individuare le cisteine coinvolte nella
formazione dei ponti disolfuro. Tale analisi e ataseguita in collaborazione con il
laboratorio del Prof. S. Moro (Universita degli &itdi Padova).

La tecnica dhomology modellingonsiste nell’effettuare un allineamento di segaen
tra la proteinatarget nel nostro caso OPA 1, e proteine la cui stratter stata
sperimentalmente determinat@riplatg. Le proteinetemplateutilizzate sono proteine
appartenenti alla famiglia delle dinamine, quahainina, mitofusine o GBPs (guanylate
binding proteins). La costruzione del modello vieradcolata mediando la posizione di
ciascun atomo nella sequenza tdehet rispetto alla posizione dell'atomo corrispondente
nel template Il relativo contributo di ciascuna struttura éeteninato dal grado locale di
omologia con la sequenza target. Dall’allineameafitsequenza tra i singoli sottodomini
proteici di OPA 1 & emerso che vi € una bassa prrake di similarita di sequenza (16-
30%) con i relativi template (figura 26B). Per quesotivo la predizione della struttura
secondaria e terziaria della proteina OPA 1 (figRé#\) da luogo ad un modello non
completamente attendibilaigh risk modél

Tuttavia questo rappresenta il migliore modellatstirale attualmente disponibile per
la proteina OPA 1. Dall'ipotesi relativa ad una gibde dimerizzazione della proteina e
emerso che i residui cisteinici piu probabilmentgngolti nella formazione di ponti
disolfuro intermolecolari tra due proteine OPA hade cisteine localizzate a livello del

pleckstrin homology domaii®HD).
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B
Dominio Proteina PDBcode %identita
GTPase
GTPase Dynamin 1IWY 30.2
M G
I E MIDDLE GBP1 1DG3 16.6
D
D
D PH
L (pleckstrin Dynamin 1DYN 16.5
E homology)
GED
(GTPase | ppg 1DG3 16.6
effector
domain)

Figura 26. Homology modelling della proteina OPA 1.(A) Rappresentazione tridimensionale e schematica delistsra
di OPA 1. La tabella (B) riporta la percentuale di identita & sequenza primaria di OPA 1 e di altre proteine apparteaéa
famiglia delle dinamine.

Questo dominio proteico possiede una struttura rsketa ado-elica dalla quale
risulterebbero esposte le catene laterali dei uesidteinici 853 e 874 (figura 27).

All'interno del dominio coiled coil predetto son@nd contenuti almeno tre residui
cisteinici: cisteina 853, cisteina 856 e cisteind.8Questi residui sono quindi stati scelti

per la realizzazione di mutanti dell'isoforma 1 uraalella proteina OPA 1.

Figura 27. Ipotesi di dimerizzazione della proteina OPA 1 endividuazione degli ipotetici residui cisteinici
coinvolti.
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5.5 Progettazione di mutanti a livello di residuicisteinici della proteina
OPA 1

La strategia utilizzata per la progettazione detanti nei residui cisteinici predetti e
una mutagenesi di tipo “sito diretto”. Le mutaziata cisteina a serina nella sequenza
aminoacidica della proteina Opa 1 sono state aftemuediante PCR sul plasmide pMSCV
contenente la sequenza dell'isoforma 1 del depa 1(gentilmente fornito dal laboratorio
del Prof. Luca Scorrano (VIMM)), come descrittolaedez. Materiali e metodi.

I DNA plasmidico utilizzato coméemplatenelle reazioni di PCR é stato inizialmente
preparato mediante amplificazione su larga scala i@oli (vedi Materiali e metodi).

Il plasmide é stato digerito con I'enzima di restine Age |, generando due frammenti di
circa 8500bp e 1500bp (figura 28). Per evitare Hausura del plasmide dovuta alla
complementarieta delle estremita, € stata defdafaril’estremita 5 del filamento

mediante trattamento con fosfatasi antartica.

pMSCV
DNA pMSCV WT +
ladder WT Agel

Figura 27. Amplificazione del plasmide
PMSCV e digestione con Agel.Elettroforesi di
gel di agarosio all'1% del plasmide pMSCV amplificato
su larga scala nel ceppo batterico DH10BHli Coli
(PMSCV WT). Nellultima lane sono mostrati i
frammenti di 8500bp e 1500bp generati dalla digestione
del plasmide con I'enzima di restrizione Agel (pMSCV
WT+Agel).

12000bp —p

1500bp —»

Lo stesso enzima Age | € stato utilizzato per lgeslione dei frammenti contenenti la
mutazione sito specifica. Per la creazione dei ntutaediante PCR, sono stati utilizzati
primers contenenti il nucleotide mutato (vedi Matiere metodi), che hanno permesso

I'amplificazione dei frammenti d’interesse (figL2Q).
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A DNA C853S (C874S (B853S (C874S B DNA frammento frammento frammento
ladder A A B B ladder (C853-6S  C853S C874s

1200bp —p

400bp —» 1500bp —»

Figura 29. Formazione di frammenti mutanti a livello cisteinico del geneOpa 1 . Mediante PCR, a partire dal
plasmide pMSCYV contenente il gene per I'isoforma 1 di OPAohgsstati amplificati i frammenti mutagenizzati nei residisteinici.
(A) Utilizzando i primer descritti in tabella 2 sono stati plificati la prima parte del frammento mutato in cisteine8§&853S A)
avente una dimensione pari a 391bp e la seconda parte desimedeammento (C853S B) di 1173bp. Il frammento Mut C874SiAd
453 rappresenta la migrazione della prima parte del frartmenentre nell’ultima lane € presente la seconda part® délisso
frammento (C874S B) di 1111bp. (B) Migrazione su gel di ag&ralei frammenti mutati completi: frammento C853-6S, CB53
C874S con dimensione pari a 1564bp ciascuno.

In seguito a ligazione dei frammenti mutati allémo del plasmide pMSCV, sono stati
trasformati batteri appartenenti al ceppo DH10Beestato effettuato uno screening delle
colonie positive alla selezione in ampicillina. [Ratolonie batteriche selezionate, & stato
estratto il plasmide contenente la doppia mutazasteina 853-6.

Nonostante la variazione di vari parametri speritalerelativi alle condizioni di ligazione,
non sono stati ottenuti i due cloni contenenti etigamente la mutazione a carico della
cisteina 874 e della cisteina 853.

Si é quindi scelto di modificare la strategia deatmento dei plasmidi mutati, utilizzando
il kit commerciale Quick Change® Il Site-Directedudgenesis (descritto nel paragrafo
4.13). La mutagenesi avviene mediante amplificazidiretta, da parte di una DNA
polimerasi ad alta efficienza, dell'intero plasmide partenza pMSCV a partire da un
primer contenente la mutazione d’interesse.

In questo modo sono stati ottenuti i due plasmMSEYV mutati a livello delle triplette
nucleotidiche codificanti per le cisteine 853 e &&lla proteina OPA 1 mediante singola
reazione di PCR. La verifica dell’avvenuta insensalel frammento mutagenizzato e stata
eseguita sia mediante digestione del plasmidet&siran I'enzimaAgel (figura 30), sia
mediante sequenziamento eseguito presso BMR Gesdfigiara 31).
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DNA pMSCV pMSCV pMSCV
ladder WT C853S C853-6S

Figura 30. Verifica dell'inserzione dei frammenti
mutati nel plasmide pMSCV mediante digestione
con Agel. Elettroforesi di gel di agarosio all’1% del
plasmide pMSCV in seguito a digestione con Agel (pPMSCV
WT). In pMSCV C853S e pMSCV C853-6S sono mostrati i
frammenti generati dalla digestione del plasmide contenen
i frammenti mutati rispettivamente nei residui cisteir8éi3

ed 853-6 con 'enzima direstrizione Agel.

12000bp_y

1500bp—p

Il sequenziamento dei plasmidi ottenuti € statoessario non solo per constatare
'avvenuta mutazione all'interno della tripletta ahentidica d’interesse, ma anche per
verificare la non inserzione di mutazioni puntifosecondarie aspecifiche.

Cys853-6> Ser853-6

340 3%
CAGCTCTARATCH

370 380 390 400 410 4
GCAGAGGTTTTTATTACTACCAGAGGCATTTTATAGATTCTGAGCTGGAMATGCRAT

Cys874»Sel|874

340 350 360 370 380 390 400 410
CAGCTCTARATCAFTETRACCTYHTIGTYGCAGRGGETTTTTATTACTACCAGRAGGCATTTITATAGATTCTGRGCTGG RI(TCCRA

340 360 kil 380 390 400 410
CAGCTCTAAATCA @ ACCTNYTGETUGCAGAGGTITTTATTACTACCAGAGGCATTTTATAGATTCTGAGCTGGEARTGC

oy

Figura 31. Alineamento delle sequenze codificanti per il gneOPA 1 dei mutantiin C853-6S, C874Se C853S.

Cys853>Ser853
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5.6 Generazione di cloni stabili esprimenti lagteina OPA 1 mutata
Utilizzando due diverse metodologie di mutagenesi tgpo sito diretta,
precedentemente descritte nei paragrafi 3.10 e, 3sbho stati ottenuti i plasmidi
denominati pMSCV C853S, pMSCV C874S e pMSCV C853-6
Tali costrutti genici contengono rispettivamente nhutazione a livello delle triplette
nucleotidiche codificanti per le cisteine 853, 8853-6 della sequenza primaria della
proteina OPA 1. Cellule HEK 293 sono state utiliezquali cellule di packaging per la
produzione di vettori lentivirali. Sono stati geatercloni cellulari esprimenti in modo
stabile la proteina mutata in cellule MEF OPA, wtilizzando puromicina quale agente di
selezione. In seguito alla selezione con l'antibmt sono stati ottenuti soltanto i cloni
cellulari transdotti con i plasmide pMSCV C853-6MSCV C853S, perdendo quindi la
caratterizzazione della mutazione a livello deldeina 874. Inoltre sono state selezionate
cellule trasfettate con plasmide pMSCV non contemdrammento genico codificante
OPA 1 (pMSCV Empty), quale controllo negativo deltasfezione, e con il plasmide
pMSCV contenente il gene codificante per lisoforhadi OPA 1 non mutagenizzato
(PMSCV WT) (figura 32).

A Red Ponceau B Immunoblot anti-OPA 1
pMSCV pMSCV pMSCV pMSCV
C853-6S wWT C853-6S wWT

MEF pMSCV pMSCV MEF pMSCV pMSCV
WT C853S Empty WT C853S Empty
L]
— 250kDa —
— 148kDa —
-
— o98kDa — —— —
— 64kDa —

Figura 32. Espressione della proteina OPA 1 in cellule MEF OR 17 trasfettate stabilmente con il plasmide
pPMSCV mutato. Campioni di lisati proteici di cloni cellulari ottenuti tséettando MEF OPAt con il plasmide pMSCV C853-6S
(lane 2), pMSCV C853S (lane 3), pMSCV WT (lane 4) e pMSCV Enf{faige 5). La lane 1 riporta i lisati proteici della linea cedire
MEF WT, utilizzata come controllo positivo. L'immunoblovidenzia la presenza della proteina nel campione di cdatfzine 1) e
nelle cellule trasfettate con i plasmidi contenenti il fraamto genico codificante per OPA 1 (lane 2, 3,4), mentreenedllule
trasfettate conil plasmide privo di tale frammento (pMSQOYiiy), la proteina non viene espressa (lane 5).
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5.7 Analisi della morfologia mitocondriale nei clom cellulari ottenuti in

seguito a trasfezione virale

La morfologia mitocondriale € stata analizzataabeni cellulari esprimenti I'isoforma
1 di OPA 1 non mutata (pMSCV WT), l'isoforma 1 miata livello delle cisteine 853-6
(PMSCV C853-6S) e 853 (pMSCV C853S) e di cloni pdel frammento genico di tale
proteina (pMSCV Empty). L’analisi e stata eseguitaediante microscopia ad
epifluorescenza, paragonando il fenotipo mitocaidrdi tali cloni cellulari con quello di
cellule di controllo, quali: la linea cellulare @ibroblasti murini MEF WT e la linea

silenziata per la proteina di interesse (MEF OPA (figura 33).

-
-

Figura 33. Osservazione della morfologia mitocondriale ircellule MEF. Cellule MEF WT (A), MEF OPA 1- (B) eii

cloni ottenuti dalla trasfezione stabile di MEF OPA ton il plasmide pMSCV WT (C), pMSCV Empty (D), pMSCV C853S (&)
pMSCV C853-6S (F) sono state transfettate con il marcatatecondriale fluorescente MitoRed ed osservate in micop&t ad
epifluorescenza. Le immagini sono state acquisite daleethantenute in tampone HBS. Le cellule MEF WT presentanocuoitdri
interconnessi e tubulari tipici del processo di fusione. (4 MEF OPA - sono caratterizzate da una rete mitocondriale frammentata
e puntiforme (B). | cloni cellulari MEF pMSCV WT (C) mostraniaterconnessione dei mitocondri che costituiscono filiatine
allungati. | cloni ottenuti trasfettando MEF OPA- Xcon il plasmide privo del frammento codificante per OPA 1 @V Empty)
presentano disgregazione della rete mitocondriale (Dj).chai esprimenti la proteina mutata a livello del resid ust&inico 853 si
osserva un ripristino delle caratteristiche morfologichiéocondriali di fusione (E). Le cellule esprimenti la peota mutata a livello
deiresidui cisteinici (pMSCV C853-6S, F) sono caratteiezda mitocondri puntiformi e isolati.
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Cellule fatte aderire a vetrini portaoggetto sotadestrasfettate mediante lipofectamina con
un plasmide contenente il gene codificante per fdategma fluorescente RFPred
fluorescent protein con una sequenza di localizzazione mitocondr{@edi sezione
Materiali e metodi). Le cellule di controllo MEF W@resentano mitocondri interconnessi
in strutture tubulari allungate. | mitocondri deltellule MEF che non esprimono la
proteina OPA 1 si presentano isolati e organizmastrutture puntiformi ad indicare |l
ruolo fondamentale della proteina OPA 1 nel procekgusione mitocondriale.
Le cellule MEF OPA T trasfettate con il plasmide pMSCV Empty rappreseatil
controllo negativo della trasfezione, in quantotmmwiste a trasfezione con il vettore
lentivirale, ma non esprimenti la proteina. Talbrul possiedono una rete mitocondriale
frammentata similmente a quella osservata nelle PR 1I". Mediante trasfezione con
il plasmide pMSCV WT, lisoforma 1 della proteinaséata nuovamente espressa ed i
mitocondri si presentano allungati ed interconnedisnostrando che I'espressione della
sola isoforma 1 della proteina é sufficiente peipiistino della morfologia mitocondriale
osservata nelle cellule WT. Le cellule MEF pMSCV \88ho indicative dell’esito positivo
del processo di trasfezione.

I mitocondri osservati nei cloni trasfettati conplasmide mutato pMSCV C853-6S
sono puntiformi e privi di interconnessione. L’asalindica che la mutazione dei due
residui cisteinici provoca una perdita di funzidt@atlella proteina OPA 1 relativamente al
processo di fusione mitocondriale. Al contrariosiagola mutazione a livello del residuo
cisteinico 853 non blocca il processo di ripristala rete mitocondriale, indicando come

tale modifica non interferisca nella funzione fusog della proteina.

5.8 Formazione dei complessi proteici di OPA 1 eariazione della

dinamica mitocondriale in seguito a stress ossidat nei cloni cellulari

La formazione degli aggregati proteici in seguitcsteess ossidativo e stata verificata
mediante analisi Western Blotting sia nella limedulare cardiaca HL-1 (figura 22), sia
nella linea cellulare di fibroblasti MEF WT (figugb). L’espressione della sola isoforma 1
della proteina nella linea cellulare MEF OPA1(pMSCV WT) @& risultata essere
sufficiente per I'induzione dell’aggregazione pioge(figura 34). | cloni cellulari ottenuti,
in seguito a trasfezione lentivirale, sono stainduincubati con 1 mM kD, al fine di

definire la capacita di formazione del complesdtargoteina mutata.
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Dallimmunoblotting anti-OPA 1, riportato in figurd84A, si osserva che, a livello delle
isoforme monomeriche della proteina, nelle celpiSCV WT l'incubazione con D,
induce un aumento di cleavage al sito S1 dellaepraf in quanto si ha un aumento della
banda a basso peso molecolare, corrispondentsoédifima 1 priva della sequenza all'N-
terminale della proteina. La stessa variazionesseva in presenza della proteina mutata a
livello della cisteina 853.

La doppia mutazione a livello dei residui cisteing53 e 856 mostra un incremento
dell'isoforma non processata della proteina gi@andizioni non ossidanti ed in presenza
di H,O,, si verifica degradazione di ambedue le isofornoaomeriche.

Dalla figura 34B e possibile osservare che neiicksprimenti la proteina non mutata
(PMSCV WT), in condizioni ossidanti, si ha la formm@ne dello stesso complesso di OPA
1 presente nelle linee cellulari HL-1 e WT. In mnesa della mutazione a carico del
residuo cisteinico 853 o della doppia mutazione-858aggregato proteico non viene
rilevato, suggerendo l'inibizione della formaziagigoonti disolfuro intermolecolari.

A HL-1 MEF pMSCV  pMSCV pMSCV
wT wT C853S C853-6S

HZOZ
mM 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 . . . :
Figura 34. Formazione di complessi

proteici ad alto peso molecolare di

OPA 1 in seguito a trattamento con

o " perossido di idrogeno nella linea

cellulare MEF e nei cloni trasfettati.
Campioni di lisati proteici ottenuti in seguito ad
incubazione delle linee cellulari in tampone
HBS addizionato con 1 mM D, 0 in tampone
HBS (come controllo) per 30 minuti a 37°C. |
campioni proteici sono stati denaturati secondo
il metodo di Laemmli in assenza dp-
mercaptoetanolo (condizione riducente). (A)
L'immunoblot  evidenzia il clivaggio
dellisoforma lunga di OPA 1 (a) inseguito a
B H,0, trattamento  con lagente  ossidante.(B)
Limmunoblot acquisito ad un tempo di
acquisizione maggiore (t=1) evidenzia la
formazione di aggregati ad alto peso molecolare
della proteina OPA 1 nelle cellule MEF WT e
nel clone trasfettato pMSCV WT. | cloni
contenti la proteina mutata a livello dei residui
cisteinici 853 (pMSCV (C853S) e 853-6
(pMSCV C853-6S) non presentano
aggragazione dellaproteina OPAL in seguito ad
incubazione con 'agente ossidante.

220KDa—

120KDa—
100KDa—

a>

80KDa™

220KDa—

120KDa—
100KDa—

80KDa™
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H .

Figura 35. Variazione morfologica della rete mitocondriak in cellule MEF in seguito ad incubazione con
H,0,. Cellule MEF WT (A, B, C) ed i cloni ottenuti dalla trasfeziosbile di MEF OPA 1- con il plasmide pMSCV WT (D, E, F)

e pPMSCV C853S (G, H, I) sono state transfettate con il mareatotocondriale fluorescente MitoRed ed osservate in oswopia ad
epifluorescenza. Le immagini sono state acquisite in Eelimantenute in tampone HBSS-Na incubate con 1mj@4H La figura
riporta in sequenza le immagini relative a 0’, 10’ e 20’ diubazione. Le cellule MEF WT (A, B, C) mostrano una completa
disgregazione della rete mitocondriale dopo 20’ di incut@e. | cloni cellulari MEF pMSCV WT, in cui si verifica il rigstino del
fenotipo di fusione mitocondriale, sono soggetti ad unapistica di disgregazione della rete mitocondriale simileguella
evidenziata nella linea cellulare WT (D, E, F). Nei cloni esenti la proteina mutata a livello del residuo cisteing®3 (pMSCV
C853S) é evidente uno spostamento della rete mitocondmi@lda morfologia tubulare dei filamenti viene mantenutehendopo 20’
diesposizione allagente ossidante (G, H, 1); a 40’ di irezibne si ha disgregazione della rete mitocondriale (L).
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Ambedue i cloni cellulari sono stati trasfettatinmodo transiente con il plasmide MitoRed,
secondo il protocollo descritto in Materiali e n@itdn modo da poter eseguire un’analisi
della dinamica mitocondriale in presenza di unaceatrazione 1 mM di perossido di
idrogeno.

Le immagini sono state acquisite ad intervalli 8i $2condi per un tempo totale di 30
minuti. L’agente ossidante & stato aggiunto al @mepHBS dopo 5 minuti dalla prima
acquisizione.

Il pannello riportato in figura 35, riporta le imgiai relative ad una tempistica di 0, 10, 20
minuti di incubazione nella linea cellulare MEF VEThel clone esprimente la proteina non
mutata (pPMSCV WT). Per il clone pMSCV C853S e ripta anche I'immagine relativa a
40 minuti di incubazione. In tutte le linee cellulanalizzate e osservabile una progressiva
disgregazione della rete mitocondriale. Tuttawgfencellule esprimenti la proteina mutata
in cisteina 853, la rottura della rete mitocondrial’viene con una tempistica rallentata. In
particolare, i mitocondri appaiono completamentsgkgati dopo circa 40 minuti di
incubazione, suggerendo un significativo aumenttiadeesistenza dei mitocondri al

processo di fissione mitocondriale.
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6 CONCLUSIONI

Questo lavoro di tesi ha caratterizzato la relazitva stress ossidativo e modificazioni
della proteina mitocondriale OPA 1. Numerosi lavari letteratura indicano che i
mitocondri sono al tempo stesso sito di produziendersaglio delle specie reattive
dell'ossigeno (ROS). Per questo il nostro studipreponeva di valutare nel miocardio
I'eventuale modificazione ossidativa della protel@®A 1 localizzata a livello della
membrana mitocondriale interna e coinvolta nei essc di fusione e fissione
mitocondriali.

Sottoponendo il cuore di rattoex-vivo a stress ossidativo mediante
ischemia/riperfusione 0 mediante perfusione ce@Jiresponsabile di stress ossidativo
massimale, OPA 1 forma aggregati ad alto peso rolalex

Per convalidare l'ipotesi che l'aggregazione pcat@vvenisse in risposta allo stress
ossidativo, sezioni di tessuto derivanti da cuogahtrollo sono state trattate vitro con
due diverse soluzioni ossidanti, contenenti unaceptrazione crescente di perossido di
idrogeno. La formazione degli aggregati proteicirela con il quantitativo di agente
ossidante presente in soluzione. Il trattamentolisiaii proteici da tessuto con un agente
riducente dimostra che la formazione dei complpesieici e reversibile ed in particolare
che il legame che si stabilisce tra le proteineutb alla formazione di ponti disolfuro.

La proteina OPA 1 é coinvolta nel processo di fasionitocondriale e rappresenta
l'unica proteina presente a livello della membramitocondriale interna implicata nella
modificazione della morfologia mitocondriale. Perabzzare la variazione della dinamica
mitocondriale é stata utilizzata la linea cellulanerina di derivazione atriale (HL-1) ed
una linea cellulare di fibroblasti murini embrion@MEF). In ambedue le linee cellulari il
trattamento con pD, induce la formazione di un complesso proteico ¢HAOL (in
condizioni non riducenti) e, nelle stesse condiziinossidazione, si osserva la graduale
rottura dei filamenti che costituiscono la reteauitndriale ad indicare uno squilibrio tra i
processi di fusione e fissione mitocondriali, adi@v della fissione. L’induzione del
processo di fissione mitocondriale in seguito asstrossidativo € in linea con la riposta
della dinamica mitocondriale a vari stimoli, qualivariazione del potenziale di membrana
(Griparic et al., 2007; Song et al.,2007) e la dejgine di ATP e di ioni bivalenti
(Baricault et al., 2007). Tuttavia questo risultato fornito la prima relazione diretta tra

stress ossidativo ed induzione del processo dofissmitocondriale.
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OPA 1 e coinvolta nel mantenimento della struttlela membrana mitocondriale interna
(m.m.i.), infatti la diminuzione nella espressiatiecOPA 1 causa la vacuolizzazione delle
cristae mitocondriali (Olichon et al., 2003). Inoltre,rimodellamento delleristaeé stato
precedentemente associato al disassemblamento dligomero di OPA 1 (evidenziato
mediante cross-linking) ed € necessario per #ci@adi citocromo c e la progressione della
cascata apoptotica (Cipolat et al., 2006; Frezzh €2006).

In questo lavoro, in mitocondri isolati da cuorecondizioni di elevato stress ossidativo e
stato evidenziato un aumentato rilascio del fatfgmr@apoptotico citocromo c. Risultera
interessante verificare il diretto coinvolgimento @PA 1 e del complesso mediato da
formazione di ponti disolfuro nella variazione deBtruttura mitocondriale della m.m.i.
mediante microscopia elettronica. Per confermarediietto coinvolgimento tra la
formazione del complesso proteico di OPA 1 e lawtita mitocondriale € stata scelta una
strategia di tipo molecolare basata sull'individoaz dei residui cisteinici coinvolti nella
formazione dell'aggregato molecolare di OPA 1.

La proteina OPA 1 appartiene alla famiglia delleasihine ed € noto che tali proteine,
contenenti dominicoiled coil hanno la tendenza ad associare e sono frequanteme
coinvolte nella formazione di complessi ad alto goe@solecolare (Shin et al., 1999).
Mediantehomology modellingra OPA 1 ed altre proteine a struttura nota gppanti alla
famiglia delle dinamine sono stati identificati gipotetici residui di cisteina piu
probabilmente ossidabili e coinvolti nella formamodei complessi proteici. Dall’ipotesi
di dimerizzazione della proteina, le cisteine 8%88%¥4 sono state individuate come i
residui piu probabilmente coinvolti nella formazéodi ponti disolfuro intermolecolari.
Tali residui aminoacidici insieme alla cisteina &wfho localizzati nella regiormiled coil
della proteina. Recentemente, Akepati e collabaratdkepati et al, 2008) hanno
dimostrato che la proteina OPA 1 aggrega in duesrdivcomplessi ad alto peso
molecolare, dati dall'interazione del dominamiled coil della proteina. Questo lavoro
corrobora il nostro modello strutturale nonostadso sia basato su una bassa omologia di
sequenza (16-30%) tra le proteine. | residui cigtei853, 856 e 874 sono stati quindi
scelti per individuare il probabile meccanismo oiito nella formazione reversibile dei
complessi da noi evidenziati. Sono stati a tal ecogienuti dei cloni cellulari MEF
esprimenti in modo stabile la sola isoforma 1 umedaka proteina OPA 1 non mutata
(PMSCV WT) o mutata a livello dei residui cistein@53 e 856 (pMSCV C853-6S) e del
singolo residuo 853 (pMSCV C853S).
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L'espressione della proteina e stata confermataamiisi western blotting e la
morfologia mitocondriale e stata analizzata in #ega trasfezione transiente con la
proteina MitoRed.

Dal punto di vista morfologico le cellule MEF passono mitocondri allungati ed
interconnessi. L'assenza della proteina OPA 1 l@locprocesso di fusione mitocondriale
(Olichon et al., 2003) e la linea MEF OPA" & infatti caratterizzata da mitocondri
frammentati e puntiformi. L'espressione della sslaforma 1 della proteina hon mutata e
in grado di ricostituire il fenotipo mitocondrialgico dei fibroblasti murini, confermando
il lavoro di Ishihara e collaboratori (Ishiharaadt, 2006) in cui solo I'espressione delle
isoforme lunghe di OPA 1 ripristina l'attivita fugena della proteina. | mitocondri
osservati nei cloni trasfettati con il plasmide atatpMSCV C853-6S sono puntiformi e
privi di interconnessione con un fenotipo similee aellule MEF OPA 1. L'analisi indica
che la mutazione dei due residui cisteinici provage perdita di funzionalita della
proteina OPA 1 relativamente al processo di fusiaitecondriale.

L’isoforma 1 di OPA 1 mutata a livello del singalesiduo cisteinico 853 (pMSCV 853)
non determina una perdita di funzionalita dellat@ra e le cellule trasfettate mostrano
una rete mitocondriale interconnessa similare dajegidenziata nella linea MEF WT.

| residui cisteinici della proteina OPA 1 sono alente conservati e le cisteine 853 e 856
sono localizzate nel dominiecoiled coil della proteina che possiede una struttura
secondaria ad-elica.

L’analisi morfologica dei cloni cellulari esprimera proteina mutata a livello del

singolo residuo cisteinico 853 evidenzia come m@asia mutazione non interferisca con la
perdita di funzionalitd fusogena della proteina.cAhtrario, la doppia mutazione cisteina
853 e 856 all'interno dello stesso dominio proteamled coil determina un drastico
cambiamento nel fenotipo di fusione mitocondriabmstrando una completa rottura della
rete mitocondriale.
E ipotizzabile che la sostituzione del gruppo toldella cisteina 856 con 'ossidrile della
serina determini la mancata formazione di legarnamolecolari necessari per il corretto
ripiegamento della proteina ed un’eventuale perdéla sua funzionalita. La variazione
della struttura terziaria della proteina, causafadmutazione dei residui aminoacidici,
potrebbe essere determinante per la perdita ditattiel dominio GTPasico necessario per
I'attivita fusogena della proteina.
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Conclusioni

L’ipotesi di una drastica variazione della strudtyoroteica in seguito a modifica dei
residui cisteinici 853 e 856 € avvalorata dal divepattern di bande di OPA 1 osservato
mediante analisi western blotting.

La doppia mutazione sembra indurre una minore atubt al sito di clivaggio S1
presente all'interno dell’isoforma 1 della proteitlalavoro di Song e collaboratori (Song
et al, 2007) dimostra che, in cellule esprimentstda isoforma 1, il blocco nel sito di
clivaggio S1 della proteina determina una comgistsaone mitocondriale.

Per il ripristino dell’attivita fusogena di OPA 1 quindi necessaria la presenza
dell'isoforma lunga della proteina e della rispettisoforma corta, che, nel caso della
doppia mutazione cisteinica, & meno presente.

Inoltre, in seguito ad incubazione con l'agenteidzs#e, nelle cellule WT e nei cloni
C853S si ha un aumento del clivaggio dell'isofolimaentre la proteina mutata nei residui
cisteinici C853-6S va incontro a degradazionelilaggio dell'isoforma 1 viene stimolata
in seguito ad incubazione con lo ionoforo CCCP Hoailcianuro-m-cloro-fenilidrazone),
che provoca dissipazione del potenziale di membmait@condriale (Song et al, 2007).

In particolare, il blocco del sito di clivaggio Shediante mutazione puntiforme, provoca
degradazione della proteina in condizioni depotandi. Il risultato attuale ottenuto
suggerisce che la doppia mutazione rende la peotemaggiormente suscettibile a
degradazione in condizione ossidanti, ma rimanehdarire la diretta relazione causa-
effetto.

E da notare infatti che sia nei cardiomiociti isplahe nel cuore intero, 'aumento dello
stress ossidativo, in questo caso indotto da tnattéo con HO, potrebbe provocare
depolarizzazione del potenziale di membrana mitddale (Slodzinsky MK et al., 2008).

Al fine di verificare il coinvolgimento dei residutisteinici mutagenizzati nella
formazione del complesso proteico di OPA 1 in coiuthi di elevato stress ossidativo, le
cellule esprimenti la proteina mutata sono statabate in presenza di perossido di
idrogeno. L’aggregato proteico di OPA 1 non e stwaenziato né in presenza della
doppia mutazione dei residui cisteinici 853-6, dévetata osservata degradazione della
proteina, né della singola mutazione cisteina #8tato quindi possibile confermare che
il residuo cisteinico 853 fosse coinvolto nella Mazione del ponte disolfuro
intermolecolare che determina I'aggregazione dpliateina OPA 1 in condizioni di

elevato stress ossidativo.
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Conclusioni

Data l'osservazione delllaumentata fissione mitat@ie nelle cellule HL-1 in
condizioni ossidanti, & stata quindi analizzataelazione tra formazione del complesso
proteico di OPA 1 e il processo di fusione mitoauale nelle cellule MEF WT e nei cloni
cellulari esprimenti I'isoforma 1 non mutata (pMSQVT) e la proteina mutata in cisteina
853 (pMSCV C853S).
| risultati ottenuti in seguito ad osservazionelalelinamica mitocondriale in presenza di
H.O, hanno evidenziato che I'espressione dellisoforinali OPA 1 (pMSCV WT)
determina una tempistica di rottura della rete odtwlriale simile a quella della linea
cellulare WT e pari a 20 minuti. In presenza deitateina mutata a livello del residuo
cisteinico 853 (pMSCV 853), il processo di fissioriene rallentato ed, in particolare, la
completa rottura della rete mitocondriale avviemdd minuti.

Bloccando quindi la formazione del complesso pooteli OPA 1 si assiste, in condizioni
ossidanti, ad una dilatazione dell'intervallo temgde in cui avviene il processo di fissione
mitocondriale.

Tale risultato conferma una relazione tra formaeialel complesso proteico di OPA 1
indotto da stress ossidativo ed una perdita ngllitt fusogena della proteina.

E stato precedentemente dimostrato che la frammiengmitocondriale non risulta
necessariamente correlata all'induzione di apopfibbse et al., 2004) e questi processi
potrebbero essere indipendenti. Da una futura sinddil livello di apoptosi indotto da
stress ossidativo nelle cellule esprimenti OPA Iatauin cisteina 853 potrebbe derivare
una comprensione piu approfondita della relaziameblocco del processo di fusione
mitocondriale e processo apoptotico.
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