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SOMMARIO

Le piante hanno evoluto vari meccanismi di omeostasi e detossicazione al fine di mantenere la concentrazione dei metalli essenziali entro limiti fisiologici e di minimizzare gli effetti nocivi dei metalli non essenziali

Un ruolo chiave nella tolleranza dei metalli nelle piante è svolto dalle fitochelatine  ((-Glu-Cys)n-Gly (n=2-11): peptidi a sintesi non traduzionale, ricchi in cisteine, che formano complessi con gli ioni metallici che sono solitamente compartimentati all'interno del vacuolo.

La sintesi delle fitochelatine, in vivo, richiede la presenza di glutatione ed è catalizzata dall'enzima (-Glutammil-cisteina dipeptidil transpeptidasi (Fitochelatina sintetasi), che è costitutivamente espresso in pianta. 

I geni per la Fitochelatina sintetasi sono stati recentemente identificati ed isolati in Arabidopsis thaliana, Triticum aestivum, Schizosaccharomices pombe e sorprendentemente anche nel nematode Caenorhabditis elegans.
La disponibilità, nel nostro laboratorio, del gene codificante per la Fitochelatina sintetasi di Arabidopsis thaliana, ha consentito la caratterizzazione strutturale e funzionale di tale enzima.

Il miglior attivatore della Fitochelatina sintetasi è risultato essere il cadmio. La sintesi di fitochelatine è inoltre attivata dalla presenza nel mezzo di reazione di sali di mercurio e rame ma non di argento, cobalto o nichel.

Studi di proteolisi limitata hanno messo in evidenza che l’enzima presenta una struttura globulare particolarmente compatta e poco accessibile alle proteasi in particolare in presenza di metallo (cadmio). I frammenti che tendono ad accumularsi dopo proteolisi corrispondono a porzioni di maggiore o minore lunghezza del dominio N-terminale. Si è pensato di esprimere tali frammenti proteici in forma ricombinante in cellule batteriche. Studi funzionali condotti su di essi hanno dimostrato che il sito attivo dell’enzima è localizzato nella sua regione ammino-terminale, come ipotizzato anche in base agli allineamenti di sequenza delle varie Fitochelatina sintetasi conosciute e dall'analisi di mutanti cadmio-sensibili di Arabidopsis.

La sintesi di fitochelatine da parte dei domini N-terminali risulta meno processiva rispetto a quella catalizzata dalla proteina integra. Ciò potrebbe avallare l’ipotesi di un contributo della regione C-terminale all’attività biosintetica dell’enzima.

Considerando che prove preliminari di cristallizzazione della proteina intera non hanno fornito risultati positivi, è auspicabile che la cristallizzazione dei domini N-terminali possa fornire importanti informazioni strutturali e funzionali, finora sconosciute per qualsiasi Fitochelatina sintetasi identificata.

INTRODUZIONE

I metalli pesanti e le piante: meccanismi di tolleranza.

Elementi con una densità maggiore di 5 g.cm-3 vengono classificati come metalli pesanti (Zenk, 1985). A questa categoria appartengono circa 40 elementi, fra cui rame (Cu), zinco (Zn), ferro (Fe), cadmio (Cd), nichel (Ni), piombo (Pb), cobalto (Co), mercurio (Hg) ed argento (Ag).

Metalli, quali Cu, Zn, Ni, Fe e Co, sono presenti, nei sistemi viventi, in proteine (Emoglobina, Emocianina, fattori di trascrizione) ed enzimi (Anidrasi carbonica, Aconitasi, Superossido dismutasi) con ruoli sia strutturali che catalitici; sono inoltre presenti in vitamine, cofattori e gruppi prostetici (vitamina B12, porfirine, eme). 

Altri metalli, come Cd, Pb, Hg, Ag, sono invece non essenziali e quando presenti negli organismi, anche in minime quantità, risultano tossici e talvolta letali. D’altra parte anche elevate concentrazioni di metalli essenziali  possono essere nocive e determinare inibizione della crescita o morte degli organismi.

In seguito alla Rivoluzione industriale è notevolmente aumentato l’utilizzo, da parte dell’uomo, dei metalli pesanti anche tossici. Il cadmio viene, ad esempio, utilizzato nei trattamenti elettrolitici, per la costruzione di fusibili, nelle batterie Ni-Cd, mentre i suoi composti sono spesso presenti come pigmenti in vernici, smalti, coloranti ed inchiostri. Conseguenza di ciò è stato l’incremento della loro emissione nell’atmosfera e soprattutto nel suolo e negli ambienti acquatici.

Gli organismi fotosintetici sono i principali punti d’ingresso dei metalli nella catena alimentare. 

Le piante, essendo organismi per lo più immobili, in ambienti contaminati risultano particolarmente esposte ai metalli pesanti. Per sopravvivere hanno pertanto evoluto specifici ed efficaci meccanismi di tolleranza. Sono in grado di controllare il flusso dei metalli attraverso le cellule, diminuendo l’ingresso degli elementi non essenziali o favorendone l’efflusso; alternativamente i metalli possono essere legati a livello della parete cellulare oppure chelati nel 

citosol ed eventualmente compartimentati nel vacuolo.

Il meccanismo di tolleranza più comune e maggiormente studiato si basa sulla formazione di complessi di coordinazione in grado di sequestrare all’interno della cellula i metalli in eccesso. In questo processo possono essere implicate piccole molecole organiche (citrato, malato, ossalato), fitina, amminoacidi, oligopeptidi (glutatione, fitochelatine) nonché proteine (metallotioneine). 

E’ stata osservata una certa correlazione fra la concentrazione intracellulare di alcuni acidi organici ed amminoacidi, in particolare l’istidina, e la capacità di tollerare elevati quantitativi di metalli pesanti negli organismi vegetali (Rauser, 1999). Gli acidi organici sembrano inoltre essere importanti per la chelazione extracellulare dell’alluminio (Delhaize et al., 1995). Considerando però la bassa costante di formazione dei complessi di metalli pesanti con acidi organici e singoli amminoacidi (Leopold et al., 1999), si può ritenere che il ruolo, nei processi di tolleranza e detossicazione, di tali composti sia secondario.

Sali poco solubili, principalmente di calcio e magnesio, dell’acido fitico (derivato dell’alcool ciclico inositolo per esterificazione delle funzioni idrossiliche con gruppi fosforici) sono detti fitina. La fitina è principalmente localizzata nello strato di aleurone dei semi, incorporata nella matrice proteica. La fitina rappresenta la principale forma di accumulo di fosfato nei semi; maggiori studi sono invece necessari per meglio comprendere il suo ruolo nella tolleranza dei metalli.

Il glutatione (GSH) è un tripeptide di formula: -Glu-Cys-Gly.

La presenza del legame isopeptidico fra i residui di acido glutammico e cisteina evidenzia che la sintesi del glutatione è ribosoma-indipendente: non esiste alcun mRNA codificante per tale peptide. Esso viene invece sintetizzato a partire da cisteina in due “step”: l’enzima -Glutammil-cisteina sintetasi lega acido glutammico e cisteina per formare il dipeptide                 -glutammil-cisteina a cui viene successivamente aggiunto un residuo di glicina dall’enzima Glutatione sintetasi. In entrambi i processi viene idrolizzata ATP (figura 1).  
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In alcune specie vegetali, in particolare dell’ordine Fabales (Leguminose), è presente una forma alternativa di glutatione avente come residuo C-terminale 

una -alanina anziché una glicina: -Glu-Cys--Ala. Il termine coniato per indicare tale composto è omoglutatione (h-GSH; Carneigie et al., 1963).

Più di recente, altre varianti del glutatione, tutte modificate a livello del residuo C-terminale, sono state scoperte: l’idrossimetilglutatione (-Glu-Cys-Ser) nelle Graminacee (Poaceae; Kapleck et al., 1992), l’acido -glutammil-cisteinil-glutammico (-Glu-Cys-Glu) in Zea mays (Meuwly et al., 1993).

Il glutatione e i suoi omologhi possono legare metalli pesanti, come Cd, Hg, Cu, Zn (Furh et al., 1973) o promuoverne il trasferimento ad altri ligandi (Freedman et al., 1989). Questi tripeptidi svolgono anche un importante ruolo protettivo contro gli stress ossidativi: contribuiscono al mantenimento dello stato ridotto delle cisteine proteiche ed all’inattivazione, mediante riduzione, dei perossidi (R-OOH) che si generano in seguito all’esposizione delle cellule ai metalli pesanti (Inzé et al., 1995).

Le metallotioneine (MT) sono state scoperte, nel 1957, da Margoshes e Vallee, nel rene di cavallo. Sono proteine di piccole dimensioni, di massa molecolare inferiore a 10 kDa, generalmente costituite da 60-80 amminoacidi, di cui un terzo circa è rappresentato da residui di cisteina, sono invece rari i residui di istidina, quelli aromatici e quelli idrofobici. In base alla distribuzione dei residui di cisteina le metallotioneine sono suddivise in tre classi (Rauser, 1990, 1999):

· Classe I: omologhe alla metallotioneina di rene equino, caratterizzate dalla presenza di motivi Cys-X-Cys, Cys-Cys, Cys-X-X-Cys in posizioni conservate. 

· Classe II: gruppo eterogeneo che presenta bassa omologia con la MT di rene equino.

· Classe III: peptidi a sintesi non traduzionale, costituiti al più da venti amminoacidi. Questo gruppo è rappresentato dalle fitochelatine (PC), ampiamente descritte nei prossim paragrafo.

Nell’ultimo decennio sono stati isolati, da piante superiori, diversi geni o cDNA codificanti per metallotioneine di classe II. Sono stati identificati geni in Pisum sativum (Evans et al., 1990), in Zea mays (De Framond et al., 1991), in Triticum aestivum (Kawashima et al., 1992) e in Arabidopsis thaliana (Zhou et al., 1994, 1995; Yeh et al., 1995).  

E’ ritenuto plausibile il coinvolgimento delle metallotioneine vegetali nell’omeostasi degli ioni metallici e in processi di detossicazione: è stato dimostrato che la metallotioneina di classe II di Arabidopsis thaliana, ottenuta in forma ricombinante in Synechococcus, è in grado di legare ioni zinco, in vitro, e di conferire tolleranza a concentrazioni elevate dello stesso metallo in mutanti ipersensibili (Robinson et al., 1996); analogamente si è osservato che cDNA codificanti per metallotioneine di pianta sono in grado di complementare mutanti di lievito ipersensibili al rame (Zhou et al., 1994).

L’espressione dei geni per le metallotioneine in pianta è regolata in modo specifico nei diversi organi e durante i vari stadi dello sviluppo. Le metallotioneine vengono indotte nei processi di senescenza, come risposta a “shock” termici, sostanze tossiche e carenze nutrizionali.

Fitochelatine: struttura e caratteristiche generali.

Agli inizi degli anni ’80, sono stati isolati nel lievito Schizosaccharomyces pombe due peptidi leganti cadmio denominati cadistina A e B (Murasugi et al., 1981; Kondo et al., 1984), aventi struttura (-Glu-Cys)n-Gly con n=2,3. Successivamente peptidi identici in struttura alle cadistine di lievito, ma con un numero di ripetizioni di unità di (-glutammil-cisteina anche maggiore di tre, sono stati isolati nelle piante superiori (Grill et al., 1985, 1986). Tali peptidi sono stati denominati fitochelatine (PC), termine attualmente esteso anche ad indicare le cadistine di lievito. La presenza di fitochelatine è stata confermata in oltre 200 specie differenti di piante appartenenti ai taxa Phytophyta, Briophyta, Pteridophyta e Spermatophyta (Gekeler et al., 1988, 1989).  

In generale le fitochelatine sono costituite da varie ripetizioni del dipeptide              -glutammil-cisteina, in cui il residuo di acido glutammico è legato al residuo di cisteina mediante un legame isopeptidico, e da un residuo di glicina          C-terminale:
(-Glu-Cys)n-Gly

con “n” compreso fra 2 e 11.

Alcune piante contengono composti simili ma non identici alle fitochelatine canoniche. Inizialmente sono state isolate molecole contenenti un residuo di -alanina al posto della glicina C-terminale, di formula: -Glu-Cys--Ala; per analogia con l’omoglutatione, il termine coniato per indicare tali composti è omofitochelatine (h-PC; Grill et al., 1986). Successivamente sono state identificate nuove varianti delle fitochelatine, che sono  normalmente modificate a livello dell’amminoacido C-terminale: con un residuo terminale di serina (-Glu-Cys)n-Ser nella famiglia delle Poaceae (Klapheck et al., 1994), con un residuo terminale di acido glutammico (-Glu-Cys)n-Glu in Zea mays (Meuwly et al., 1995), con un residuo terminale di glutammina in Armoracia rusticana (Kubota et al., 2000) . In accordo colla terminologia proposta da Zenk, nel 1996, gli omologhi delle fitochelatine aventi un residuo C-terminale diverso da glicina, vengono genericamente indicati col termine isofitochelatine (iso-PC), così, ad esempio, le h-PC sono più correttamente denominate iso-PC(-Ala). 

In aggiunta alle fitochelatine ed alle isofitochelatine, sono stati isolati altri peptidi omologhi mancanti del residuo C-terminale [(-Glu-Cys)n]. Scoperti per la prima volta in Zea mays (Bernhard et al., 1987) e successivamente in Schizosaccharomyces pombe (Mehra et al., 1988) sono stati denominati desGlyfitochelatine (desGly-PC). 

Recentemente sono stati identificati in semi di mais (Chassaigne et al., 2001) omologhi delle fitochelatine privi del residuo di acido glutammico N-terminale (PCn-(Glu: Cys-((Glu-Cys)n-Gly; desGly-PCn-(Glu: Cys-((Glu-Cys)n). E’ stato ipotizato che il residuo di (Glu venga idrolizzato dall’enzima (-Glutammil transpeptidasi. Sono stati inoltre identificati peptidi correlati alle fitochelatine contenenti motivi Cys-Cys (Chassaigne et al., 2001).

Caratteristica fondamentale delle fitochelatine è la loro capacità di legare i metalli. Lo studio dei complessi PC-metallo è stato condotto mediante tecniche spettroscopiche EXFAS (X-ray absorption fine structure), data l’impossibilità di cristallizzare tali complessi e la difficoltà di interpretazione dei dati NMR. Mentre il rame sembra essere legato dai doppietti elettronici liberi degli atomi implicati nel legame peptidico, il cadmio si ritiene sia legato dai gruppi sulfidrilici dei residui di cisteina, con una distanza di legame di 2.54 Ä, tipica di complessi tiolati [Cd(SR)4] (Strasdeit et al., 1991). I gruppi carbossilici, non  coinvolti nella coordinazione, sono esposti sulla superficie esterna dei complessi, dove contribuiscono alla loro elevata idrofilicità.
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La produzione di fitochelatine è indotta da diversi metalli pesanti, fra i quali il cadmio risulta essere generalmente il migliore. Analisi condotte nel lievito  Schizosaccharomyces pombe e nelle alghe Chlorella fusca e Scenedesmus acutiformis evidenziano che la produzione di fitochelatine è indotta da eccessi di sali di Cd, Cu, Pb, Zn, Ag. In Rauvolfia serpentina le fitochelatine vengono sintetizzate in seguito all’esposizione a sali di Cd, Pb, Zn, Sb, Ag, Ni, Hg, arsenicato, Cu, Sn ma non a sali di Ca, Co, Cr, K, Mg, Mn, Na (Grill et al., 1987).

Fitochelatine: biosintesi.

La struttura delle fitochelatine suggerisce una notevole similarità con il glutatione. Come nel caso del tripeptide, anche le fitochelatine non possono essere prodotti genici primari, poiché il legame (-carbossil-ammidico non viene sintetizzato durante il processo di traduzione. Inoltre, considerando il caso delle iso-PC((-Ala) per l’amminoacido (-alanina non esiste alcuno specifico tRNA. Risulta evidente quindi che la sintesi delle fitochelatine è enzimatica e ribosoma-indipendente. 

Varie evidenze supportano il coinvolgimento del glutatione nella via biosintetica per le fitochelatine. Studi cinetici condotti in sospensioni cellulari di Rauvolfia serpentina (Grill et al., 1987) e di Lycopersicon esculentum (Scheller et al., 1987) hanno mostrato che, a seguito dell’esposizione a ioni Cd2+, la concentrazione intracellulare di glutatione, normalmente costante, diminuisce rapidamente ed in modo significativo, mentre aumenta la concentrazione di fitochelatine senza un’osservabile fase di “lag”. Il grado di diminuzione del livello di glutatione è inoltre correlato alla concentrazione di cadmio utilizzata.  L’assenza di una fase di “lag” indica che l’enzima coinvolto nella biosintesi delle fitochelatine è costitutivamente espresso, in quanto solitamente l’induzione di enzimi mediante trascrizione e traduzione richiede tempi di circa 1-3 ore. 

Alcuni mutanti di Schizosaccharomyces pombe che presentano bassa attività sia della (-Glutammil-cisteina sintetasi che della Glutatione sintetasi (enzimi della via biosintetica del glutatione) si sono dimostrati incapaci di sintetizzare fitochelatine (Mutoh et al., 1988). Il mutante cad2-1 di Arabidopsis thaliana, che presenta una delezione  di  6bp  all’interno  di  un  esone  del  gene codificante  per  l’enzima (-Glutammil-cisteina sintetasi, è incapace di produrre glutatione, ma anche fitochelatine ed è particolarmente sensibile al cadmio (Howden et al., 1995; Cobbet et al., 1998). 

Si è verificato che l’aggiunta di butionina sulfossimina (BSO), inibitore specifico dell’enzima (-Glutammil-cisteina sintetasi, a colture cellulari di Lycopersicon esculentum previene l’accumulo di fitochelatine. L’inibizione può comunque essere superata mediante l’aggiunta di glutatione esogeno, ma non di cisteina (Scheller et al., 1987). L’incorporazione di 35S-Cys nelle fitochelatine è stata misurata in colture cellulari di Lycopersicon esculentum pretrattate con BSO e quindi indotte a sintetizzare tali peptidi mediante l’aggiunta di cadmio e glutatione esogeno non marcato: solo una minima quantità di zolfo radioattivo veniva incorporata nelle fitochelatine (Mendum et al., 1990). Questo dato, unitamente alla precedente osservazione che glutatione esogeno ma non cisteina è in grado di ripristinare la sintesi di fitochelatine in cellule trattate con BSO, indica che la sintesi di tali peptidi non procede mediante l’aggiunta sequenziale di residui di cisteina e acido glutammico al glutatione (o a fitochelatine preformate).

E’ stato possibile ottenere maggiori informazioni sulla biosintesi delle fitochelatine grazie all’isolamento in Silene cucubalus dell’enzima che catalizza tale processo (Grill et al., 1989). Tale enzima trasferisce unità di    (-glutammil-cisteina da una molecola donatrice ad una molecola accettrice. Inizialmente la reazione comporta la transpetidazione dell’unità (-Glu-Cys del glutatione su di una seconda molecola di glutatione per formare PC2, mentre in stadi successivi di incubazione, su molecole di fitochelatine preformate per produrre oligomeri di un’unità superiore:

PCn + GSH ( PCn+1 + Gly

L’enzima è stato denominato -Glutammil-cisteina dipeptidil transpeptidasi (E. C. 2.3.2.15) o Fitochelatina sintetasi. 

In luogo del glutatione, tale enzima può anche utilizzare fitochelatine come molecole donatrici di unità (-Glu-Cys: è stata osservata la sintesi di PC3 e PC4 a partire da PC2 in assenza di glutatione (Grill et al., 1989). La reazione complessiva catalizzata dalla Fitochelatina sintetasi è schematizzata in    figura 3.
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La produzione di isofitochelatine dipende dalla presenza, in una determinata specie vegetale, di omologhi del glutatione (omoglutatione, idrossimetilglutatione, etc.). La contemporanea presenza di più varianti del glutatione rende  possibile la produzione tanto di fitochelatine quanto di isofitochelatine.

Fitochelatine: localizzazione cellulare.

Studi effettuati sul mutante cadmio-sensibile htm1 di Schizosaccharomyces pombe hanno evidenziato che i complessi fitochelatina-Cd sono sequestrati nel vacuolo. Dagli estratti di tale lievito, possono essere risolti, mediante gel-filtrazione, due differenti complessi di PC-Cd, uno ad alto peso molecolare, HMW (high-mol-wt), l’altro a basso peso molecolare, LMW (ligth-mol-wt), (Murasugi et al., 1981). I mutanti hmt1 sono incapaci di formare i complessi HMW. Il gene Hmt1 codifica per una proteina del tonoplasto appartenente alla superfamiglia degli “ATP-binding cassette-type (ABC-type) membrane transporter” (Ortiz et al., 1992), la più ricca e diversificata famiglia di trasportatori transmembranari (Higgins, 1992). Il trasportatore HMT1 promuove la traslocazione all’interno del vacuolo di apofitochelatine e dei complessi PC-Cd LMW. Tale trasporto richiede ATP e non dipende dal gradiente protonico che si stabilisce a cavallo della membrana vacuolare (Ortiz et al., 1995). Il modello formulato, in base alle precedenti osservazioni, prevede che la sintesi delle fitochelatine avvenga nel citosol, dove si formano i complessi a basso peso molecolare col cadmio; tali complessi vengono quindi trasportati nel vacuolo, per azione della proteina HMT1. All’interno del vacuolo, si formano i complessi ad alto peso molecolare HMW, grazie all’aggiunta di ulteriori ioni cadmio e di ioni solfuro (SIl cadmio può attraversare il tonoplasto mediante un antiporto Cd2+/H+, la cui attività dipende dal gradiente protonico (Salt et al., 1993). La compartimentazione delle fitochelatine nel vacuolo è stata osservata anche nelle piante. In studi effettuati su protoplasti derivati da mesofillo fogliare di tabacco (Nicotiana tabacum), si è osservato che, a seguito dell’esposizione a sali di Cd2+, la quasi totalità del metallo e delle fitochelatine prodotte viene confinata nel vacuolo (Vogeli-Lange et al., 1990). E’ stato inoltre osservato un trasporto di apofitochelatine e di complessi PC-Cd attraverso il tonoplasto in radice di avena (Salt et al., 1995). Tale trasporto presenta le stesse caratteristiche di quello mediato dalla proteina HMT1 di lievito: è indipendente dal gradiente protonico a cavallo del tonoplasto ma dipendente dalla presenza di ATP. Il modello di compartimentazione dei complessi fitochelatina-cadmio è rappresentato in figura 4. 
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In alcune piante e in alcuni lieviti, i complessi ad alto peso molecolare HMW contengono sia ioni cadmio Cd2+ che ioni solfuro S2- acido labili. In generale il rapporto S2-:Cd2+ è ben più elevato nei complessi HMW rispetto ai complessi LMW. I complessi HMW ad alto contenuto di ioni solfuro sono costituiti da aggregati di particelle di circa 20 Ä di diametro, a loro volta formate da un nucleo di cristallite CdS rivestito da fitochelatine (Dameron et al., 1989; Reese et al., 1992). 

L’incorporazione degli ioni solfuro nei complessi HMW aumenta sia la quantità di cadmio accumulata sia la stabilità di tali complessi. 

In Lycopersicon esculentum un altro costituente dei complessi fitochelatinici, oltre agli ioni solfuro, sono gli ioni solfito (SO32-). 

E’ stata evidenziata una correlazione positiva tra produzione di fitochelatine e metabolismo riduttivo del solfato (Steffens, 1990; Rauser, 1990). In particolare la fitochelatina (-Glu-Cys)3-Gly (PC3) può agire da accettore del solfato ad essa trasferito in forma ridotta (solfito) dalla Adenosina-5’-fosfato solfotransferasi (APS solfotransferasi). Il solfito può essere ridotto a solfuro dalla Solfito riduttasi colla concomitante ossidazione della ferridossina. Il solfuro può quindi essere utilizzato per la biosintesi dell’amminoacido cisteina (figura 5). 

In accordo con questo schema, sono stati individuati, mediante analisi genetica, lieviti mutati nella via biosintetica dell’adenina, sensibili al cadmio e incapaci di produrre complessi ad alto peso molecolare HMW (Speiser et al., 1992). Si è inoltre osservato che l’esposizione a ioni cadmio di radici di Zea mays determina la sintesi di fitochelatine ed un concomitante incremento dell’attività degli enzimi ATP solforilasi e APS solfotransferasi (Nussbaum et al., 1988).
[image: image5.jpg]



Fitochelatine: omeostasi e detossicazione dei metalli.

L’omeostasi dei metalli richiede la loro complessazione intracellulare, quando presenti in eccesso, ed il loro eventuale successivo rilascio ad apoproteine che necessitano di metalli per la propria funzionalità (Rauser, 1995).

La capacità delle fitochelatine di rilasciare i metalli legati ad apoproteine metallo-dipendenti è stata verificata in vitro (Thumann et al., 1991). L’incubazione di complessi PC-Cu con l’apoforma di Diamino ossidasi permette il recupero dell’attività di tale enzima. L’efficienza e la velocità di recupero dell’attività enzimatica correlano con le dimensioni delle fitochelatine presenti nei complessi: tanto minori sono le dimensioni delle catene, tanto più rapido ed efficace è il processo di recupero.  Analogamente è possibile riattivare l’apoenzima Anidrasi carbonica utilizzando complessi di fitochelatine con lo zinco. Il recupero dell’attività è più efficiente quando si utilizzano i complessi [(Glu-Cys)2-Gly]-Zn (PC2-Zn) rispetto a quando si utilizzano i complessi [(Glu-Cys)7-Gly]-Zn (PC7-Zn); ciò dipende da differenze nella forza del legame dello ione nei diversi complessi.

Altro aspetto importante dell’omeostasi è la protezione degli enzimi metallo-sensibili. E’ stato verificato, in vitro, che il cadmio sotto forma di complessi PC-Cd ha un potere inibitorio da 10 a 1000 volte minore rispetto alla forma Cd(NO3)2, per gli enzimi Rubisco, Nitrato riduttasi, Alcool deidrogenasi, Gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi ed Ureasi (Kneer&Zenk, 1992).  L’attività della Nitrato riduttasi avvelenata con cadmio viene completamente recuperata in seguito all’aggiunta di apofitochelatine (Glu-Cys)3-Gly (PC3), in rapporto molare peptide:cadmio pari a 1:4. Ciò non ha luogo se al posto delle fitochelatine vengono utilizzati glutatione o citrato. 

Di contro, i mutanti cad1-3 di Arabidopsis thaliana fitochelatina-deficienti risultano sensibili a concentrazioni di cadmio anche inferiori a 0.6 (m ma crescono normalmente in terreni contenenti rame e zinco come micronutrienti (Howden et al., 1995). La comprensione dell’effettivo ruolo delle fitochelatine nell’omeostasi dei metalli pesanti, in vivo, è ancora oggi oggetto di studio.

La crescita di una pianta è influenzata dalla presenza dei metalli nel terreno e dalle concentrazioni a cui è esposta. Se un metallo essenziale è presente in quantità troppo elevata o troppo ridotta, la crescita dell’organismo ad esso esposto viene significativamente limitata. Il livello di metallo adeguato per la normale crescita di una specie vegetale è solitamente compreso in un intervallo fra le concentrazioni critiche che comportano carenza e tossicità. Nel caso dei metalli non essenziali non esiste una concentrazione critica al di sotto della quale la crescita della pianta ne risente negativamente; è però possibile determinare una concentrazione al di sopra della quale un metallo esercita un effetto tossico.  

Nei confronti dei metalli, gli organismi vegetali possono essere classificati in tre categorie:

· tolleranti, se crescono normalmente in un ampio intervallo di concentrazioni,

· sensibili o non-tolleranti, sono gli organismi “wild-type”,

· ipersensibili, sono gli organismi il cui spettro di tolleranza è meno ampio rispetto a quello dei “wild-type”.

Il ruolo e l’importanza delle fitochelatine nella tolleranza ai metalli pesanti da parte di piante e funghi è stato a lungo indagato ed è ancora oggi oggetto di studio. E’ certa l’importanza della chelazione degli ioni Cd2+ mediante i complessi ad alto peso molecolare HMW in Arabidopsis thaliana e in Schizosaccharomyces pombe (Mutoh et al., 1988; Ortiz et al., 1992; Chen et al., 1994; Howden et al., 1995). Infatti l’assenza di fitochelatine o di complessi HMW, in tali organismi, restringe marcatamente la zona di tolleranza per il cadmio. 

Studi recenti sull’importanza ed il ruolo nella detossificazione dei metalli   delle fitochelatine sono stati condotti su sospensioni cellulari ed espianti tissutali da radice di Vigna angularis (Inouhe et al., 2000). L’ipersensibilità     al cadmio di tale organismo è stata messa in relazione con la sua     incapacità di produrre fitochelatine. La correlazione fra la produzione di fitochelatine e la resistenza al cadmio è stata verificata anche in Lycopersicon esculentum. Quattro linee cellulari sono state selezionate per la loro capacità di crescere in presenza di elevate concentrazioni di CdCl2 ed è stato osservato che la crescita di tali cellule in terreni contenenti cadmio è inibita dall’aggiunta di butionina sulfossimina (BSO) e che la capacità di resistere ad elevati quantitativi di metallo è accompagnata da produzione e accumulo di fitochelatine (Gupta et al., 1991). Successivamente si è anche verificato che l’attività specifica della -Glutammil-cisteina sintetasi, nelle linee cellulari tolleranti, è circa doppia rispetto alle linee non tolleranti. Presumibilmente l’incrementata attività dell’enzima permette il mantenimento di un’elevata concentrazione intracellulare di glutatione per poter così facilitare la produzione di fitochelatine, in risposta a stress da metallo (Chen et al., 1994). 

E’ stato inoltre osservato che il fungo Candida glabrata sintetizza metallotioneine quando esposto a ioni Cu2+, mentre sintetizza fitochelatine quando esposto a ioni Cd2+ (Mehra, 1988). Gli Ascomiceti Saccharomyces cerevisiae e Neurospora crassa producono normalmente metallotioneine, ma in seguito all’esposizione al cadmio è stata evidenziata la produzione di fitochelatine (Kneer et al., 1992). 

Studi estensivi di comparazione fra il contenuto in fitochelatine e le curve dose-effetto in risposta ai metalli pesanti sono stati condotti per varie popolazioni di Silene vulgaris, aventi diversi livelli di tolleranza a rame, zinco e cadmio (Schat et al., 1992; Harmens et al., 1993; de Knecht et al., 1994). Da tali studi è emerso che la concentrazione di fitochelatine è la stessa sia in popolazioni sensibili ai metalli che in popolazioni tolleranti. In questo caso non si può pertanto ipotizzare che le fitochelatine contribuiscano ai processi di tolleranza.

Si deve infine ricordare che l’eventuale coinvolgimento delle fitochelatine nei meccanismi di tolleranza e detossicazione è stato  studiato quasi esclusivamente per quanto riguarda lo stress da cadmio. Vi sono pochi lavori che prendono in considerazione l’effettiva capacità di formazione di complessi delle fitochelatine con altri metalli. Sebbene l’induzione in vivo delle fitochelatine sia promossa da molti ioni metallici, sono pochi i complessi effettivamente identificati. In Rubia tinctorum le fitochelatine sono indotte principalmente da Ag+, arsenato, Cd2+, Cu2+, Hg+ e Pb2+, ma i soli complessi identificati in vivo sono quelli con cadmio, argento e rame (Maitani et al., 1996). Recentemente è stata anche accertata la formazione di complessi delle fitochelatine coll’arsenico in vari organismi vegetali (Schmöger et al., 2000). Sono comunque necessari studi maggiori per comprendere il reale ruolo detossicante delle fitochelatine nei confronti di metalli diversi dal cadmio.

-Glutammil-cisteina dipeptidil transpeptidasi 

(Fitochelatina sintetasi)

Sebbene, come già ricordato, l’enzima che catalizza la biosintesi delle fitochelatine (Fitochelatina sintetasi) sia stato isolato più di dieci anni fa in colture cellulari di Silene cucubalus, solo recentemente sono stati identificati, da tre gruppi indipendenti, i geni codificanti per tale enzima in Arabidopsis thaliana (Vatamaniuk et al., 1999), in Schizosaccharomyces pombe (Ha et al., 1999), in Triticum aestivum (Clemens et al., 1999; Ha et al., 1999) e in Caenorhabditis elegans (Vatamaniuk et al., 2001). 

In Arabidopsis thaliana è stato identificato un cDNA (AtPCS1) capace di sopprimere il fenotipo cadmio-sensibile nei ceppi yap1 e ycf1 mutanti di lievito  Saccharomyces cerevisiae (Vatamaniuk et al., 1999). Il prodotto del gene  YCF1 è responsabile del sequestramento vacuolare dei complessi glutatione-cadmio,  mentre il gene YAP1 codifica per un fattore di trascrizione richiesto per l’espressione di YCF1. Partendo dall’osservazione che i mutanti cad1 di Arabidopsis thaliana sono incapaci di sintetizzare fitochelatine pur avendo livelli standard di glutatione (Howden et al.,  1995), mediante clonaggio posizionale è stato successivamente isolato il gene CAD1 (Ha et al., 1999), risultato poi essere identico ad AtPCS1. Il gene, localizzato sul cromosoma 5, è costituito da 9 esoni e codifica per una proteina di 485 amminoacidi. 

Un seconda sequenza genica che presenta una considerevole similarità con AtPCS1 è stata individuata nel genoma di Arabidopsis thaliana (Ha et al., 1999). Poiché, però, i mutanti cad1-3, in cui il prodotto genico di AtPCS1 non è funzionale, sono completamente incapaci di sintetizzare fitochelatine, anche in risposta a metalli differenti dal cadmio, si è ipotizzato che tale gene (o il suo prodotto) non sia funzionale. 

In Triticum aestivum è stato identificato un cDNA (TaPCS1) che conferisce resistenza al cadmio quando espresso in un ceppo sensibile di Saccharomyces cerevisiae (Clemens et al., 1999). TaPCS1 codifica per un polipeptide di 500 amminoacidi.

Il gene di Schizosaccharomyces pombe (SpPCS), identificato in base all’omologia con i cDNA per le Fitochelatina sintetasi di pianta (Clemens et al., 1999; Ha et al., 1999), è privo di introni e codifica per una proteina di 414 residui amminoacidici.

In base alll’omologia con le sequenze codificanti per la Fitochelatina sintetasi è stato identificato un gene simile anche nel genoma del nematode Caenorhabditis elegans (Ha et al., 1999). Tale gene (CePCS1) è stato recentemente clonato (Vatamaniuk et al., 2001) e ciò ha permesso di dimostrare che la proteina da esso codificata è effettivamente una Fitochelatina sintetasi, la cui attività è necessaria per la detossicazione dei metalli pesanti in Caenorhabditis elegans. Tale dato è particolarmente interessante in quanto rappresenta la prima dimostrazione di tolleranza ai metalli pesanti mediata dalle fitochelatine in un organismo animale.

Sono state inoltre individuate “sequenze segnale espresse” (EST) che presentano similarità con le regioni in 5’ dei geni per la Fitochelatina sintetasi nel moscerino acquatico Chironomus oppositus,  in alcuni vermi terrestri ed in alcuni protozoi (Ha et al., 1999; Cobbett, 2000; Vatamaniuk et al., 2001). 

E’ importante osservare che, mentre la presenza di fitochelatine in Saccharomyces cerevisiae è stata accertata (Kneer et al., 1992), nessun gene del genoma di tale lievito presenta similarità coi geni già isolati codificanti per la Fitochelatina sintetasi. Ciò potrebbe dipendere dall’esistenza di una via alternativa di sintesi delle fitochelatine in tale organismo. 

Il confronto delle sequenze amminoacidiche delle quattro Fitochelatina sintetasi identificate ha permesso di evidenziare l’esistenza di una regione   N-terminale altamente conservata (identità 45%-76%) contenente 5 residui di cisteina (di cui due accoppiati) in posizioni conservate. La regione               C-terminale presenta invece una bassa conservazione di sequenza fra le diverse specie (identità 6%-46%) ed è principalmente caratterizzate dalla presenza di un elevato numero di residui di cisteina (spesso accoppiate) in posizioni non conservate (figura 6).
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In base agli allineamenti di sequenza è stato postulato che la regione           N-terminale altamente conservata dell’enzima sia responsabile della sua attività catalitica. Ciò è anche supportato dalla caratterizzazione molecolare dei mutanti cad1 di Arabidopsis thaliana: in particolare, cad1-5, in cui una mutazione non-senso determina la formazione di una proteina tronca mancante degli ultimi 205 amminoacidi (Ha et al., 1999), ovvero di gran parte del presunto dominio C-terminale, è comunque in grado di produrre in vivo fitochelatine, sebbene con un’attività ridotta rispetto al “wild-type” (Howden et al., 1995). 

La regolazione della Fitochelatina sintetasi è il principale punto di controllo della biosintesi delle fitochelatine. Tale processo ha luogo entro pochi minuti dall’esposizione al cadmio ed è indipendente da sintesi proteica de novo: l’enzima è costitutivamente espresso e quindi la sua regolazione avviene a livello post-traduzionale.

Il meccanismo d’azione della Fitochelatina sintetasi di Arabidopsis thaliana è stato recentemente chiarito (Vatamaniuk et al., 2000), partendo dall’osservazione sperimentale che l’enzima è attivato anche in assenza di metalli pesanti quando vengono utilizzati come substrati analoghi alchilati del glutatione (S-metil-glutatione, S-etil-glutatione, etc.). Il modello proposto prevede anzitutto la formazione di un intermedio -Glu-Cys acil-enzima col concomitante rilascio di una glicina dal primo substrato. Segue quindi il trasferimento dell’unità dipeptidica -Glu-Cys al secondo substrato per generare un prodotto allungato di due residui amminoacidici. La condizione minima che deve essere soddisfatta affinché tale reazione possa aver luogo è che almeno uno dei due substrati utilizzati dall’enzima abbia il gruppo tiolico bloccato mediante il legame con un metallo pesante o mediante        S-alchilazione (S-alchil-glutatione, S-alchil-fitochelatine). 

Il ruolo primario dei metalli pesanti non è pertanto quello di indurre la catalisi interagendo direttamente con l’enzima bensì di bloccare i gruppi tiolici del glutatione o delle fitochelatine rendendo in questo modo tali molecole dei substrati attivi per la fitochelatina sintetasi. Tali metalli possono comunque incrementare la velocità di reazione interagendo direttamente con l’enzima a livello di un sito distinto dal sito attivo (forse legandosi a livello delle molte cisteine del dominio C-terminale). Il modello proposto per la biosintesi delle fitochelatine è rappresentato in figura 7.
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La comprensione del meccanismo catalitico della Fitochelatina sintetasi ha importanti implicazioni fisiologiche. Anzitutto la terminazione della reazione catalizzata dalla Fitochelatina sintetasi, diversamente dal modello proposto originariamente (Loeffler et al., 1989), non dipende dalla chelazione dei metalli pesanti da parte dei prodotti, poiché i complessi delle fitochelatine con tali metalli sono substrati dell’enzima. E’, Invece, più probabile che la terminazione della reazione dipenda dall’esaurimento degli ioni metallici liberi nel citosol: in questa situazione, i gruppi tiolici non bloccati del glutatione si trovano a competere coi tiolati per il sito attivo dell’enzima. Infatti le fitochelatine prodotte complessate coi metalli pesanti vengono sequestrate nel vacuolo, dove non possono fungere da substrati per la fitochelatina sintetasi. 

L’utilizzo di substrati già complessati con i metalli pesanti inoltre garantisce che la concentrazione di ioni metallici liberi non aumenti eccessivamente prima che la sintesi delle fitochelatine abbia inizio. Dato che la concentrazione intracellulare di glutatione è elevata (1-10 M)ogni ione metallico che fa ingresso nella cellula può essere rapidamente chelato dal tripeptide. I tiolati così formatisi vengono quindi utilizzati per la sintesi di fitochelatine che formano complessi aventi una maggiore affinità per i metalli.
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SCOPO DELLA RICERCA

Scopo del presente lavoro di tesi è stata la caratterizzazione strutturale e funzionale della Fitochelatina sintetasi di Arabidopsis thaliana, un importante enzima nella tolleranza ai metalli pesanti. Essa catalizza la sintesi delle fitochelatine, oligopeptidi derivati dal glutatione, che legano i metalli e ne permettono la compartimentazione nel vacuolo.

Sono stati allestiti saggi funzionali, utilizzando differenti sali metallici, al fine di determinare come varia l’attività enzimatica. Per stabilire la concentrazione ottimale di metallo, sono state allestite reazioni in presenza di concentrazioni differenti di cadmio, utilizzando S-metil-glutatione, come substrato.

Per la caratterizzazione strutturale, l’enzima è stato sottoposto a proteolisi limitata. I domini globulari individuati, dopo proteolisi, sono stati prodotti in forma ricombinante e saggati per la loro capacità di promuovere la sintesi di fitochelatine.    

MATERIALI E METODI

Terreni utilizzati

Crescita dei batteri.

Si è utilizzato il terreno massimo LB ( Luria-Bertani ) costituito da:

          10 g NaCl 

          10 g Tryptone

          5 g Yeast  Extract

          2.2 ml NaOH

portare ad un litro con H2O distillata ed aggiungere gli opportuni antibiotici:

          ampicillina   (60 (g/ml),

          tetraciclina (50 (g/ml), 

          kanamicina (10 (g/ml).                                     

Per la crescita delle cellule batteriche dopo trasformazione elettrica si è utilizzato il terreno ricco SOC costituito da:

          SOB:            10 g Triptone

                               2.5 g Yeast extract

                               0.25 g NaCl 

                               0.093 g KCl

                               portare a 500 ml con H2O distillata

          2.5 ml MgCl2  2 M

          10 ml glucosio 1M

Organismi utilizzati

Per l’amplificazione del DNA plasmidico è stato utilizzato il ceppo XL1Blue di Escherichia coli:

genotipo

supE44 hsdR17 recA1 endA1 gyrA46 thi relA1 lac- F’ [proAB+ lacIq lacZ(M15 Tn10(tetr)]

Per l’espressione in cellule batteriche è stato usato il ceppo BL21 di Escherichia coli:
genotipo

F- ompT hsdSb  (rb- mb-) gal dcm (DE3)

Protocolli

Proteolisi limitata.

Per caratterizzare strutturalmente l’enzima Fitochelatina sintetasi sono stati allestiti saggi di proteolisi limitata. Questa tecnica è semplice, affidabile e  richiede quantità minime di campione proteico. La proteolisi avviene soltanto a livello di siti flessibili della catena di una proteina globulare, è pertanto possibile individuare frammenti particolarmente resistenti all’azione della proteasi che presumibilmente corrispondono a domini strutturali.

Il saggio è stato condotto incubando la proteina con l’ endoproteasi V8 enzima proteolitico che taglia a livello dei residui di acido aspartico e glutammico in corrispondenza del gruppo carbossilico. Proteasi e proteina sono utilizzate in rapporto molare 1:5. I saggi sono stati allestiti sia in presenza che in assenza di cadmio.

Reazione di digestione:

Preparare il seguente “buffer” di reazione:
                                               - Cd2+
           + Cd2+
· Na2HPO4
 (1M)


          4 (l

    4 (l

· NaH2PO4
 (1M)


  1.25 (l
          1.25 (l

· NaCl  (1M)


       5 (l

     5 (l

· Glicerolo
(50%)


       8 (l

     8 (l

· CdSO4  (1mM)


   ______


     10 (l
· PCS (8.13 (g/(l)

  11.8 (l

11.8 (l
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H2O



19.95 (l

9.95 (l

                                                          50 (l

   50 (l

Prelevarne 10 (l (campione non indotto, ND)

Aggiungere alla miscela di reazione 1 (l di endoproteasi V8.

Incubare le reazioni a 37°C, e prelevare campioni da 10 (l dopo 10, 20, 30, 40 minuti.

PCR per ottenere i frammenti di proteolisi in forma ricombinante.

In base ai sequenziamenti dei frammenti di proteolisi sono stati progettati due oligomeri utilizzati come “primer” nelle reazioni di PCR: 

1) ara8cterm1  5’-GGATCCCTACTCAGCCACCCATCTGATG-3’

2) ara8cterm2  5’-GGATCCCTATTCAGCTCCTTGGCAACAAG-3’

Gli oligomeri ara8cterm1 e ara8cterm2 presentano un sito di restrizione per l’enzima BamHI in 5’ (evidenziato in grassetto) seguito da un codone di terminazione della trascrizione (sottolineato). Tali “primer” si appaiano il primo fra le 830 bp e le 848 bp, il secondo fra le 1021 bp e le 1040 bp a partire dal codone di start. 

Era inoltre già disponibile in laboratorio l’oligomeri, utilizzato come “primer” per PCR:

· arapep8-plus:     5’- GCTAGCGCGAGTTTATATCGGCGATC-3’

      che presenta un sito di restrizione per l‘enzima NheI in 5’ (evidenziato in

      grassetto)                                      

Il “primer” arapep8-plus tende ad appaiarsi alla omologa sequenza presente in corrispondenza della prima ATG del gene per la fitochelatina sintetasi e permette di introdurre i questa posizione un sito per NheI. I frammenti ottenuti combinando i “primer” sono:

· Nt1: arapep8plusara8cterm1 (849 bp)

· Nt2: arapep8plusara8cterm2 (1041 bp)

Reazione di PCR:

miniprep PCS (50 ng/l)                   2 (l 

buffer Vent (10x)                               5 (l

dNTP (2.5 mM)                                 6 (l

primer forward (25 (M)                     1 (l

primer reverse (25 (M)                     1 (l

Vent polimerasi                                 5 (l
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H2O                                              33.5 (l

                                                        50 (l

Come controllo negativo la stessa miscela è preparata con H2O al posto del DNA. Ad entrambi i campioni sono aggiunti 20 (l di olio.

La reazione procede nel seguente modo:
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Ridurre il volume dei campioni a 20 (l e caricare su gel d’agarosio all’1.5% Eluire le bande amplificate dal gel e precipitare il DNA così ottenuto (secondo le modalità descritte nel paragrafo “Eluizione della banda da gel e precipitazione del DNA”). 

Clonaggio nel vettore pGEM-T-EASY.
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La regione del “polylinker” è inserita all’interno del gene batterico LacZ (codificante per l’enzima (-Galattosidasi) e ciò permette una facile selezione delle cellule che hanno ricevuto il costrutto dopo trasformazione: in presenza di IPTG e X-gal le colonie che presentano l’inserto clonato nel vettore risultano bianche, mentre le altre si colorano di blu; è presente anche il gene per la resistenza all’ampicillina per selezionare i batteri contenenti il vettore.

Il metodo di clonaggio seguito è quello del “T/A cloning”.

La Taq Polimerasi aggiunge, in modo stampo indipendente, un residuo di adenosina all’estremità 3’ del prodotto di PCR; il vettore in questione (detto anche “T/A cloning vector”) è fornito come DNA lineare con un residuo di timidina 3’ protudente su ogni filamento.

Reazione di ligazione delle A:

DNA


   19 l


Buffer Taq (10x)           5 l

MgCl2


     3 l

DNTP


     4 l

Taq Polimerasi
  0.2 l
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H2O

          17.8  l

                                   50 l

Tenere 30 min a 72°C.

Dopo precipitazione del DNA, risospendere i campione in 4 (l.

Reazione di ligazioni:
DNA                                    4 (l

Buffer di ligasi (2x)              5 (l

Vettore pGEM-T-EASY    0.5 (l
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T4 DNA ligasi                   0.5 (l

                                          10 (l

Incubare la miscela di reazione a 4°C O/N.

Precipitare i campioni e risospendere in 3 (l di H2O sterile.

Procedere alla trasformazione mediante elettroporazione di 1.5 (l di DNA in cellule di Escherichia coli, ceppo XL1B elettrocompetente, contenente un gene episomico per la resistenza alla tetraciclina.

Dopo  elettroporazione far crescere i batteri per un ora a 37°C in terreno ricco SOC e quindi piastrare in capsule Petri contenenti terreno LB-agar con l’aggiunta di ampicillina (60 (g/ml)

                     tetraciclina (50 (g/ml)

                     IPTG (32 (g/ml) 

                     X-gal (32 (g/ml)

Lasciare le piastre a crescere  per 15 ore a 37°C.

Clonaggio nel vettore pET28b.

Il vettore presenta un gene per la resistenza alla kanamicina, il gene lacI (che codifica per il repressore lac) ed un multiple cloning site a valle di un promotore forte, quello della RNA polimerasi T7, e di un operatore lac.
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Le cellule batteriche utilizzate per l’espressione sono cellule di Escherichia coli, ceppo BL21, che presentano una copia cromosomale del gene per la RNA polimerasi T7 sotto il controllo del promotore lac UV5 insensibile alla inibizione da glucosio ed inducibile da lattosio o da analoghi come l’isopropyl-(-D-tiogalattopiranoside (IPTG). Il vettore pET28b permette quindi l’espressione di proteine ad alti livelli in cellule batteriche mediante induzione con IPTG.

I frammenti (Nt1, Nt2) clonati preliminarmente nel vettore pGEM devono essere estratti mediante digestione cogli enzimi di restrizione NheI e BamHI, i cui siti di restrizione sono stati appositamente introdotti alle estremità grazie all’utilizzo dei primer precedentemente descritti.

Reazione di doppia digestione NheI/BamHI:

DNA (4ng)

   32.8 (l 

NheI (10 U/(l)
     1.6
(l

BamHI (10 U/(l)
     1.6 (l

[image: image24.jpg]\ /

CH"CH2

O NH
A\

l
(I:H—CH . -@

NH

/ \

o

W

—C——cH
& / < CH, CH, NH CHOH
—l———N\ NG

=77\ CH CH,CH, CH, CH;—O



Buffer M (10x)
     4.0 (l

                                   40.0 (l

Incubare la miscela di reazione 37°C per 3 ore.

Caricare i campioni su gel ed eluire le bande corrispondenti ai frammenti d’interesse. Risospendere i campioni in 40 (l di H2O sterile.

Le concentrazioni di DNA stimate per ogni campione sono rispettivamente: Nt1 = 14.9 ng/(l, Nt2 = 13.3 ng/(l. 

Digerire con NheI e BamHI anche il vettore pET28. 

Reazione di ligasi:                 Nt1          Nt2         

Inserto                                 2.38 (l     3.20 (l     

Vettore (70 ng/(l)                 1.00 (l     1.00 (l    

Buffer ligasi (10x)                1.00 (l     1.00 (l     

T4 DNA ligasi                      1.00 (l     1.00 (l     

H2O                                     4.62 (l     3.80 (l     

(volume finale = 10 (l)

Lasciare a 95°C per 5 min e quindi incubare a 15°C O/N.
Precipitare i campioni e risospendere in 3 (l di H2O sterile.

Procedere alla trasformazione, mediante elettroporazione, delle ligasi in cellule di Escherichia coli, ceppo XL1B elettrocompetente.

Dopo  elettroporazione far crescere i batteri per un ora a 37°C in terreno ricco SOC e quindi piastrare in capsule Petri contenenti terreno LB-agar con l’aggiunta di kanamicina e tetraciclina. Lasciare crescere le piastre per 15 ore a 37°C.

Minipreparazione (Miniprep) di DNA plasmidico da cellule batteriche con il metodo della lisi per bollitura (Sambrook et al., 2001).

Inoculare una colonia batterica in 1.5 ml di terreno LB (contenente gli appropriati antibiotici) e far crescere O/N a 37°.

Centrifugare a 12000 g per 5 min.

Rimuovere il surnatante.

Risospendere il pellet batterico in 350 (l di tampone STET:

100 mM NaCl

10 mM Tris-HCl (pH=8)

1 mM EDTA (pH=8)

5% (v/v) Triton X-100

Aggiungere 25 (l di una soluzione preparata di recente di lisozima 10 mg/ml in 10 mM Tris-Cl (pH=8) e vortexare per 3 sec.

Incubare i tubi per  40 sec a  95°C.

Centrifugare i batteri lisati a 12000 g per 10 min a temperatura ambiente. 

Rimuovere il sedimentato dal tubo con uno stuzzicadenti sterile.

Aggiungere al surnatante 33 (l di acetato di sodio 3 M  (pH=5.2) e 420 (l di isopropanolo. Vortexare brevemente e lasciare il tubo per 5 min a temperatura ambiente.

Centrifugare il campione a 12000 g per 5 min a 4°C. 

Rimuovere il surnatante e capovolgere il tubo su un foglio di carta assorbente.

Lavare il pellet con etanolo 70% e centrifugare per 2 min a 4°C.

Rimuovere il surnatante e asciugare bene il pellet, capovolgendo il tubo come nel passaggio precedente. 

Lasciare il tubo aperto a temperatura ambiente fino alla completa evaporazione dell’etanolo.

Risospendere il DNA in 100 (l di H2O distillata contenente RNasi pancreatica 40 (g/ml.

Vortexare brevemente e conservare a –20°C.

Elettroforesi su gel d’agarosio.

Preparazione del gel d’agarosio:

· sciogliere un’opportuna quantità di agarosio (al fine di ottenere la concentrazione w/v desiderata del gel) in 50 ml di tampone TAE 1x

· aggiungere 2.5 l di bromuro d’etidio (EtBr)

· lasciare raffreddare pochi minuti e quindi colare nell’apparato elettroforetico.

Condizioni di elettroforesi: voltaggio = 70 V





amperaggio = 50 mA

Preparazione dello “stock” di TAE 50x (conservare a RT):

57.1 ml acido acetico glaciale

242 g Tris

100 ml EDTA 0.5 M (pH = 8)

portare a 1 l con H2O

Trasformazione batterica mediante elettroporazione.

Sterilizzazione della cuvetta:

· riempire la cuvetta con HCl 250 mM per almeno 15 min

· lavare con H2O deionizzata e quindi con acqua distillata

· riempire la cuvetta con etanolo 95% (1 min)

· fare asciugare in stufa termostatata a 50°C per 10 min

· sterilizzare in fornetto UV per 15 min

· tenere in ghiaccio prima dell’utilizzo.

Trasformazione:

· scongelare in ghiaccio cellule XL1B elettrocompetenti

· aggiungere 1.5 l di DNA plasmidico alla aliquota di cellule scongelate e mescolare 1 volta con la pipetta

· trasferire il tutto nella cuvetta e quindi inserire nell’elettroporatore 

· dopo trasformazione, aggiungere 1 ml di SOC e trasferire in falcon

· mantenere a 37°C per un’ora

· piastrare il tutto su piastra con opportuni antibiotici.

Si utilizza l’apparato Electroporator della Invitrogen nelle seguenti condizioni: capacitanza 50 (F

 resistenza 50  (
 voltaggio 1500 V.

Lavaggio delle cuvette dopo elettropoprazione:

· lavare con H2O deionizzata per 5 min

· sciacquare con H2O distillata

· lasciare asciugare.

Eluizione della banda da gel e precipitazione del DNA.

Inserire in un’eppendorf da 2 ml un puntale (P 1000) da PCR e introdurvi la banda tagliata di gel.

Lasciare per 1-2 min in N2 liquido e quindi a 37°C per 5 min.

Ripetere l’operazione 3-4 volte.

Centrifugare a 4000 rpm per 10 min a 4°C.

Trasferire il liquido filtrato in un’altra eppendorf.

Aggiungere al gel 40 l di H2O sterile e centrifugare nuovamente a 4000 rpm per 10 min a 4°C.

Riunire i liquidi filtrati in un unico tubo e misurarne il volume.

Aggiungere quindi un egual volume di fenolo/cloroformio (Phe/Clo) e vortexare per circa 2 min.

Centrifugare a 4000 rpm per 5 min a 4°C.

Per precipitare il DNA, aggiungere:

· 0.1 volumi di acetato di sodio

· 2.5 volumi di etanolo 95%

· 1 l di glicogeno

Mescolare e lasciare a –80°C per almeno 15 min.

Centrifugare a 4000 rpm per 30 min a 4°C.

Aggiungere 1 l di glicogeno e centrifugare a 4000 rpm per 10 min a 4°C (passaggio optionale).

Lavare il pellet con 1 ml di etanolo 70%.

Centrifugare a 4000 rpm per 1-2 min a 4°C; rimuovere l’etanolo e lasciare ben asciugare all’aria.

Risospendere in opportuno volume con H2O sterile. 

Sequenziamento.

Per il sequenziamento degli amplificati si è utilizzato «Thermo SequenaseTM cycle sequencing kit». Questo “kit” fornito dall’Amersham sfrutta un enzima ingegnerizzato per i sequenziamenti che resistente alle alte temperature denominato Thermo SequenaseTM. 

l “kit” è fornito per essere utilizzato con una particolare strategia che sfrutta un sequenziamento in due fasi.

1) Marcatura dei primer:

In questa prima fase si ottiene la marcatura dei “primer” utilizzati, mediante un’estensione specifica con incorporazione di 3 nucleotidi trifosfati (di cui almeno uno radioattivo). L’estensione termina quando è richiesto il quarto nucleotide mancante.

Sono utilizzati “primer” universali, ovvero oligonucleotidi che si appaiano a sequenze plasmidiche fiancheggianti il sito di clonaggio.

Il ripetersi ciclico di questa fase porta alla produzione di un significativo ammontare di “primer “ marcato. 

Allestire le seguenti reazioni di marcatura dei “primer”:

· Primer pET 5’:

· H2O







25 l

· Reaction buffer





10 l

· Cycle primer (0.5 M; pET 5’) 



  5l

· dTTP cycle mix





  5 l

· dCTP cycle mix





  5 l

· [-35S] dATP (10 Ci/l)   


          2,5 l

· [image: image25.jpg]


Thermo Sequenase DNA polymerase 


10 l

        62.5 l

aliquotare 12.5 l in 4 eppendorf contenenti ciascuna 5 l di DNA.

· Primer pET minus:
· H2O







25 l

· Reaction buffer





10 l

· Cycle primer (0.5 M; pET 5’) 


     
  5l

· dTTP cycle mix





  5 l

· dCTP cycle mix





  5 l

· [-35S] dATP (10 Ci/l)   


          2,5 l

· [image: image26.emf]Thermo Sequenase DNA polymerase 


10 l

        62.5 l

aliquotare 12.5 l in 4 eppendorf contenenti ciascuna 5 l di DNA.

Mescolare bene e riporre i tubi nel “thermo cycler.”

La reazione di marcatura procede secondo il seguente schema:
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2) Reazione di terminazione:
Nella seconda fase del sequenziamento la miscela contenuta in ogni eppendorf viene suddivisa in quattro reazioni di terminazione ognuna contenente un dideossinucleotide diverso.

Una volta terminati i 35 cicli di marcatura suddividere la reazione in quattro tubi da PCR corrispondenti ognuno ad un dideossinucleotide. 

Aggiungere ad ogni tubo 

· 3,5 (l di miscela.

· 4 (l del “ddNTP cycle mix” corrispondente 

Ogni “ddNTP cycle mix” contiene:  

150 (M di ogni dNTP

1,5 (M del ddNTP corrispondente.

Mescolare bene e riporre i tubi nel “thermo cycler”.

La reazione di terminazione procede secondo il seguente schema:
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Una volta terminati i 30 cicli aggiungere 4 (l di “stop-solution” (95% formammide, 20 mM EDTA, 0,05% bromofenolo blu, 0,05% xylene cianolo) per ogni tubo.

Centrifugare brevemente ed eliminare l’olio.

Lasciare a 95°C per 3 min e quindi a –20°C O/N.

Elettroforesi su gel di sequenziamento: 

Per preparare il  gel di poliacrilammide al 5% denaturante:

· sciogliere 21 g di urea in 5 ml di TBE 10x (54 g tris + 27.5 g acido borico + 20 ml EDTA 0.5 M pH = 8 a 500 ml con H2O) e 7,5 ml di acrilammide 40% (38% acrilammide, 2% bisacrilammide)

· portare a 50 ml con H2O distillata 

· dopo filtrazione aggiungere 500 (l di APS 10% e 50 (l di TEMED 

· lasciare polimerizzare per circa 30 minuti 

Denaturare i campioni a 95°C per 2 minuti e porli immediatamente in ghiaccio.

Caricare i campioni sul gel ed effettuare la corsa a: 1500 V 

                                                                                      50 A









 50 W




Alla fine della corsa sevvare il gel viene sottoporre ad autoradiografia per un tempo adeguato (12-48 ore). 

Sviluppare la lastra fotografica e procedere alla lettura manuale delle sequenze.
Espressione in cellule BL21.

Preparare una pre-coltura inoculando una singola colonia di ara8-pET28b-BL21 in 10 ml di LB (+ kanamicina) ed incubarla O/N a 37°C.

Rinfrescare la crescita O/N in un litro di terreno (LB + kanamicina) e far crescere a 37°C fino a OD600 = 0.6.

Prelevare 10 ml di coltura (campione non indotto) ed aggiungere IPTG sterile a una concentrazione finale pari a 1 mM.

Incubare a 30°C per 4 h e 30 min.

Centrifugare a 5000 rpm per 15 min a 4°C.

Risospendere il pellet batterico in 200 ml di 10 mM Tris-HCl (pH=8).

Centrifugare a 5000 rpm per 15 min a 4°C.

Risospendere in 100 ml di 25 mM Tris-HCl (pH=8), 0.3 M NaCl ed inibitori di proteasi (PMSF 0.5 mM, benzamidina 0.5 mM, leupeptina 1(M, pepstatina 1(M).

Aggiungere al preparato lisozima (0.1 mg/ml) ed incubare 20 min in ghiaccio e 10 min a temperatura ambiente.

Sonicare il campione mediante 6-7 colpi da 15 sec (potenza 20%).

Centrifugare per 30 min a 10000 rpm: recuperare il suranatante e risospendere il pellet in 100 ml di 10 mM Tris-HCl (pH=8).

Caricare su gel di acrilammide i campioni (pellet e surnatante) per verificare la solubilità della proteina.


Mini-gel di proteine e SDS-PAGE.

Per preparare un gel di acrilammide alla concentrazione indicata sono necessari:

1) RUNNING GEL:                               8.5%                11%                15%
· Running gel buffer (4x)                    1.25 ml             1.25 ml           1.25 ml
· Acrilammide (30%)                              1.42 ml            1.83 ml           2.5 ml

· SDS (10%)                                          50 l                50 l               50 l

· H2O                                                  2.24 ml            1.83 ml           1.16 ml

· APS (10%)*                                        40 l                40 l               40 l    

· TEMED*                                               4 l                  4 l                 4 l

2) STACKING GEL:

· Stacking gel buffer (4x)


  750 l

· Acrilammide (30%)



  400 l

· SDS (10%)



    30 l

· H2O



1.73 ml                                     

· APS (10%)*



   90 l

· TEMED*



     7 l

 * aggiungere all’ultimo momento.

Le soluzioni da utilizzarsi sono:

· Running gel buffer (4x):

Tris 36.3 g                 





H2O a 180 ml (scioglire agitando)





HCl a pH = 8.8





H2O a 200 ml





Conservare a 4°C

· Stacking gel buffer (4x):

Tris 6 g





H2O a 80 ml (sciogliere agitando)





HCl a pH = 6.8





H2O a 100 ml

· Acrilammide (30%):


Acrilammide 58.4 g





Bisacrilammide 1.6 g





H2O a 200 ml





Conservare a 4°C

· SDS (10%):



SDS 10 g





H2O a 100 ml





Conservare a RT

· APS (10):



Ammonio persolfato 10% v/v





Preparare fresco

Preparazione del gel:

· versare il running gel in una camera formata tra due vetrini tenuti ad una distanza di 1mm

· aggiungere isopropanolo per permettere la formazione di un menisco piatto

· eliminare isopropanolo quando il running gel è solidificato, lavare con H2O e quindi colare lo stacking gel

Caricamento del gel:

· aggiungere ai campioni SB(4x), una soluzione contenente:

2 ml  stacking gel buffer

4ml SDS (10%)

400 (l (-mercaptoetanolo

600 (l blu di bromofenolo (0.5%)

2.4 ml glicerolo (100%)

a 10 ml con H2O 

conservare a –20°C

· denaturare a 95°C per 10 min.

Effettuare la corsa elettroforetica a 25 mA, 200 V in buffer elettrodico (4x):

6 g Tris

28.8 g glicina

20 ml SDS (10x)

a 500 ml con H2O

conservare a 4°C

Trattamento del gel dopo la corsa:

· lavaggio con H2O distillata per pochi secondi

· colorazione per almeno 30 min in soluzione contenente:

0.625 g Coomasie blue

250 ml metanolo

50 ml ac.acetico

a 500 ml con H2O

conservare a RT

· decolorazione O/N in soluzione contenente: 

acido acetico 50 ml

etanolo 100 ml

a 500 ml con H2O

conservare a RT

SDS-PAGE e trasferimento su membrana Immobilion-PSQ per 

sequenziamento di bande proteiche.

Preparazione dei campioni:

Na2HPO4  1 M                                        4 l

NaH2PO4 1 M                                    1.25 l

NaCl 1 M                                                5 l

Glicerolo 50%                                         8 l

Fitochelatina sintetasi (2.13 g/l)    23.5 l

H2O                                                   8.25 l

· prelevare 10 l (campione non digerito)

· aggiungere 2 l di endoproteasi V8 (1 mg/ml)

· incubare a 37°C per 20 min e 30 min e prelevare campioni da 20 l (in assenza di Cd)

· caricare i campioni (10 l + 5 l SB 4x a 20 l con H2O per lane) in gel di poliacrilammide per SDS-PAGE all’8.5% (in questo modo ogni campione viene caricato in doppio).

· effettuare  la corsa elettroforetica e quindi dividere il gel in due parti: 

· trattare una metà secondo le modalità specificate nel protocollo “Mini-gel di proteine e SDS-PAGE” 

· utilizzare l’altra metà per il trasferimento su Immobilion-PSQ
Trasferimento:

· equilibrare la membrana per pochi secondi in metanolo 100% quindi 1 min in H2O e 10 min in 200 ml di buffer di trasferimento:

25 mM Tris

192 mM glicina

20% metanolo

(preparare il giorno precedente e conservare a 4°C)

· preparare il transfer-sandwich nel seguente ordine:

· semi-sandwich nero

· spugna ben imbevuta di tampone di trasferimento

· due pezzi di carta 3MM ben imbevuti di tampone di trasferimento

· gel non equilibrato nel tampone di trasferimento

· membrana appoggiata partendo dal centro, quindi adagiata e rullata con tubo di vetro per togliere le bolle

· due pezzi di carta da 3 mm ben bagnata

· spugna ben imbevuta 

· semi-sandwich bianco a chiudere

· posizionare il sandwich chiuso nella cella con la parte nera rivolto verso il polo negativo 

· riempire l’apparato con il tampone di trasferimento ed effettuare il trasferimento per 1 ora a 100 V a 4°C.

Trattamento della membrana dopo trasferimento:

· Lavare con H2O tre volte per 5 min.

· Colorazione per 45 sec in: 45% metanolo





      0.5% acido acetico





      0.08% Coomassie brillant blue R-250

· Decolorazione per 20 min in: 45% metanolo

    



          0.5% acido acetico

     quindi per 2-3 ore in metanolo 45%

· appoggiare la membrana su carta 3MM e aspettare 5 min

· tagliare le bande di interesse e riporle in eppendorf 

· conservare in camera fredda 

Purificazione  della  proteina  mediante  cromatografia  di affinità  utilizzando Co2+-Sepharose.

Il vettore pET28 permette di produrre proteine con una coda di istidine (His(tag) nella regione N-terminale.

L’utilizzo della resina Co2+-Sepharose® CL-6B (Pharmacia LKB Biotechnology) permette di eluire in modo preferenziale e controllato la proteina d’interesse in quanto il  procedimento di purificazione sfrutta l’affinità della coda di sei istidine per lo ione Co2+.

In questo modo con un unico passaggio cromatografico è possibile ottenere  una purezza pari a circa l' 80%. 

Equilibrare un volume di resina (2 ml) con il buffer di binding:

25 mM Tris-HCl

0.3 M NaCl

10% glicerolo

effettuando 4-5 lavaggi da 5 ml.

Dividere la resina in tre tubi ed aggiungere il surnatante ottenuto dopo sonicazione.

Incubare 45 min a rotazione costante a 4°C.

Raccogliere la resina per centrifugazione  a 3000 rpm per 5 min.

Riunire in un unico tubo ed effettuare 3 lavaggi da 30 ml con il buffer di binding. 

Effettuare un lavaggio da 30 ml con buffer di binding + 10 mM imidazolo.

Colare in colonna a 4°C e completare il lavaggio con altri 10 ml di buffer di binding + 10 mM imidazolo.

Eluire frazioni da 0.5 ml utilizzando il buffer di binding + 100 mM imidazolo.

Effettuare il saggio Bradford per stimare la concentrazione della proteina.  

Saggio di Bradford.

Utilizzare la soluzione del kit della Biorad contenente 

etanolo 95%

acido fosforico 88%

colorante Serva Blu G.

Il colorante reagisce con i gruppi amminici delle proteine determinando:

· un incremento dell’assorbanza a 595 nm (A595)

· il viraggio del colore della soluzione da marrone a blu

Per stimare la concentrazione proteica del campione misurare l'incremento di assorbanza della soluzione dopo 2 min dall'aggiunta del colorante e fare riferimento alla retta di taratura ottenuta con soluzioni a concentrazione nota di albumina di siero bovino (BSA).

Dialisi.

Dopo purificazione per equilibrare la proteina nel buffer più idoneo e per rimuovere l’imidazolo dalla soluzione effettuare dialisi O/N a 4°C.

Utilizzare membrane da dialisi da 5mm trattate nel modo seguente:

· bollitura per 10 min in una soluzione contenente 1 mM EDTA

· lavaggio in H2O distillata

Recuperare dopo purificazione 2 ml di proteina e lasciare in agitazione O/N a 4°C in 2 l della soluzione di dialisi:

· (-mercaptoetanolo 10 mM 

·  Tris-HCl 50 mM (pH=8)

·  NaCl 100 mM 

· glicerolo 10%.

Saggio di attività utilizzando glutatione come substrato.

Il saggio di attività per la Fitochelatina sintetasi è effettuato preparando diverse reazioni aventi volume finale di 250 (l in cui sono aggiunti: 

· glutatione 6.6 mM finale 

· (-mercaptoetanolo 10 mM finale 

· Hepes (pH=8) 200 mM finale

· Fitochelatina sintetasi (1 (g)

· metallo 200 (M finale (ove indicato)

Incubare le diverse reazioni a 35°C per 60 min.

Per far precipitare la proteina, dopo l’ora di incubazione, aggiungere 20 (l di acido trifluoroacetico  50% e  lasciare i campioni in ghiaccio per 5 min quindi centrifugare a 12000 g per 2 min.

La stima delle fitochelatine presenti nel sovranatante è saggiata mediante HPLC (High Performance Liquid Chromatography) a fase inversa.

Si è utilizzata una colonna nucleosil C18 per HPLC (Hypersil ODS):

· di lunghezza pari a 4.6 x 250 mm 

· costituita da particelle da 5 (m di diametro 

· in acciaio inossidabile

Equilibrare la colonna con H2O + 0.05% acido fosforico (pH=2.5)

Caricare 50 (l di campione + 50 (l di soluzione di equilibramento e quindi eluire secondo le seguenti condizioni:

· velocita di flusso: 1,5 ml/min

· gradiente lineare 0 – 25% acetonitrile/H2O in 0.05% acido fosforico (pH=2.5) raggiunto in 15 min (in questo solvente i complessi metallo-fitochelatina tendono a dissociare)  

· evidenza sul cromatogramma di sostanze che assorbono a 220 nm

· raccolta di aliquote di opportuno volume.

Effettuare la derivatizzazione post-colonna aggiungendo alle aliquote  raccolte un egual volume di acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB o reagente di Elmann) 0.9 mM in 250 mM tampone potassio-fosfato (pH=7.6); il DTNB reagisce in modo specifico con i gruppi sulfidrilici.

Quantificare i gruppi tiolici presenti nelle aliquote fatte reagire col DTNB spettrofotometricamente a 420 nm.

RISULTATI 

Attivazione della Fitochelatina sintetasi da parte di diversi metalli pesanti.

Geni di Arabidopsis thaliana implicati nella detossicazione dei metalli pesanti sono stati selezionati nel nostro laboratorio mediante uno “screening” su base funzionale di cellule di lievito trasformate con genoteca a cDNA di tale pianta. Tale selezione ha permesso l’identificazione, oltre che di geni codificanti per metallotioneine, anche del gene codificante per la Fitochelatina sintetasi (AtPCS1). La clonazione di tale gene nel vettore d’espressione batterico pET28b ha permesso di produrre elevati quantitativi della proteina in forma ricombinante.    

La Fitochelatina sintetasi di Arabidopsis thaliana in presenza di ioni metallici catalizza la sintesi di fitochelatine utilizzando glutatione come substrato. Per testare l’attivazione di tale enzima in risposta a differenti metalli pesanti, sono stati allestiti saggi di attività in presenza dei seguenti sali metallici: CdCl2, CuSO4, AgNO3, HgCl2, NiSO4, CoCl2.

Utilizzando aliquote di proteina altamente purificata presenti in laboratorio è stato possibile allestire diverse reazioni:

· in presenza di enzima e di ioni metallici,

· in presenza di ioni metallici ma in assenza di enzima,

· in presenza di enzima ma in assenza di ioni metallici.

Dopo un ora di incubazione a 35°C, le reazioni sono state bloccate mediante l’aggiunta di acido trifluoroacetico (TFA) e il surnatante recuperato dopo centrifugazione è stato direttamente analizzato mediante cromatografia liquida a fase inversa (HPLC; cromatografia liquida ad alta prestazione). 

La corsa cromatografica è stata effettuata con un gradiente lineare 0 – 25% di acetonitrile/H2O in 0.05% acido fosforico (pH=2.5) della durata di 15 minuti. L’eluizione è stata seguita con misure dell’assorbanza a 220 nm.

E’ stato osservato che i diversi reagenti utilizzati per la reazione (TFA, glutatione, (-mercaptoetanolo) eluiscono nei primi minuti della corsa cromatografica.

Quando nella miscela di reazione sono presenti sia l’enzima sia gli ioni metallici è possibile osservare intorno ai  12-16 minuti di eluizione, i picchi caratteristici delle fitochelatine. L’effettiva presenza di fitochelatine è stata verificata facendo reagire le frazioni eluite in corrispondenza di tali picchi con l’acido 5-5’-ditio-bis(2-nitrobenzoico) (DTNB). Il DTNB è un reagente specifico per gruppi sulfidrilici che determina la formazione di un addotto che presenta un massimo di assorbimento a 412 nm e che conferisce alla soluzione una colorazione gialla. 

Il cadmio Cd2+ sembra essere il miglior attivatore dell’enzima (figura 8); produzione di fitochelatine è stata verificata anche in presenza di CuSO4 e HgCl2 (figura 10 a, b). Non è stata invece rilevata nessuna attività biosintetica in presenza di AgNO3, NiSO4 e  CoCl2 (figura 10 c, d, e). 

La sintesi delle fitochelatine catalizzata dalla Fitochelatina sintetasi a partire da glutatione è dipendente dalla presenza di ioni metallici in soluzione. E’ stato infatti osservato che quando nel mezzo di reazione è omesso il metallo, non si osservano i picchi caratteristici delle fitochelatine (figura 9).

Per caratterizzare ulteriormente l’attività biosintetica dell’enzima sono stati condotti saggi della durata di 6 ore (figura 11). E’ stato osservato che, aumentando il tempo d’azione dell’enzima, la quantità e complessità delle fitochelatine prodotte aumentano. Dopo 6 ore d’incubazione l’enzima riesce a produrre fitochelatine costituite anche da 6 unità di (-glutammil-cisteina (PC6).






Effetto di differenti concentrazioni di cadmio sull’attività biosintetica della Fitochelatina sintetasi.

La Fitochelatina sintetasi di Arabidopsis thaliana è in grado di utilizzare derivati alchilati del glutatione come substrati e di catalizzare la sintesi di          S-metil-fitochelatine a partire da S-metil-glutatione anche in assenza di metalli nella miscela di reazione (Vatamaniuk et al., 2000). 

Per verificare l’influenza degli ioni metallici sull’attività dell’enzima sono state allestite reazioni sia in assenza di metallo, sia in presenza di differenti concentrazioni di CdCl2 (0.6 M, 1 M, 5 M, 10M, 25 M). La produzione complessiva di S-metil-fitochelatine a partire da S-metil-glutatione è stata valutata nelle differenti condizioni di reazione.

Dopo un ora di incubazione a 35°C, le reazioni sono state bloccate mediante l’aggiunta di acido trifluoroacetico (TFA) e il surnatante recuperato dopo centrifugazione è stato direttamente analizzato mediante cromatografia liquida (RP-HPLC). 

La corsa cromatografica è stata effettuata con un gradiente lineare 0 – 25% di acetonitrile/H2O in 0.05% acido fosforico (pH=2.5) della durata di 15 minuti. 

I risultati della quantificazione delle S-metil-fitochelatine prodotte sono riassunti in figura 12. Dai dati raccolti è possibile dedurre che il Cd2+ promuove l’attività biosintetica della Fitochelatina sintetasi e che la sua concentrazione ottimale è intorno a 0.6 M; il metallo a concentrazioni progressivamente più elevate sembra avere un effetto inibitorio.


Individuazione di domini strutturali della Fitochelatina sintetasi mediante proteolisi limitata.

La sequenza amminoacidica della Fitochelatina sintetasi di Arabidopsis thaliana è stata confrontata con le sequenze delle omologhe proteine di Triticum aestivum, Schizosaccharomyces pombe e Caenorhabditis elegans. L’allineamento delle sequenze delle Fitochelatina sintetasi delle quattro specie ha messo in evidenza la presenza di un putativo dominio N-terminale altamente conservato e di un putativo dominio C-terminale molto più variabile e ricco di residui di cisteina, in posizioni non conservate. I risultati di tale allineamento sono mostrati in appendice I. 

Per caratterizzare strutturalmente l’enzima Fitochelatina sintetasi sono stati allestiti saggi di proteolisi limitata. Questa tecnica negli ultimi anni ha ottenuto un notevole interesse nell’ambito delle ricerche sulla struttura delle proteine poiché è semplice, affidabile e richiede quantità minime di campione proteico. Il saggio è stato condotto incubando la proteina con l’ endoproteasi V8 (con un rapporto molare proteasi:proteina 1:5) a vari tempi d’incubazione in presenza o meno di ioni cadmio; al termine del periodo di incubazione, l’attività idrolitica della proteasi è stata opportunamente inibita. L’endoproteasi V8 è un enzima che taglia a livello dei residui di acido aspartico e glutammico in corrispondenza del gruppo carbossilico (figura 13). Il prodotto della reazione proteolitica è stato quindi analizzato mediante elettroforesi in condizioni denaturanti (SDS-PAGE). La proteolisi avviene soltanto a livello di siti flessibili della catena di una proteina globulare, è pertanto possibile individuare frammenti particolarmente resistenti all’azione della proteasi che presumibilmente corrispondono a domini strutturali della proteina. 

M  A  M  A  S  L  Y  R  R  S  L  P  S  P  P  A  I  D  F  S  S  A  E  G  K  L  I  F  N  E  A  L  Q  K  G  T  M  E  G  F  F  R  L  I  S  Y  F  Q  T  Q  S  E  P  A  Y  C  G  L  A  S  L  S  V  V  L  N  A  L  S  I  D  P  G  R  K  W  K  G  P  W  R  W  F  D  E  S  M  L  D  C  C  E  P  L  E  V  V  K  E  K  G  I  S  F  G  K  V  V  C  L  A  H  C  S  G  A  K  V  E  A  F  R  T  S  Q  S  T  I  D  D  F  R  K  F  V  V  K  C  T  S  S  E  N  C  H  M  I  S  T  Y  H  R  G  V  F  K  Q  T  G  T  G  H  F  S  P  I  G  G  Y  N  A  E  R  D  M  A  L  I  L  D  V  A  R  F  K  Y  P  P  H  W  V  P  L  K  L  L  W  E  A  M  D  S  I  D  Q  S  T  G  K  R  R  G  F  M  L  I  S  R  P  H  R  E  P  G  L  L  Y  T  L  S  C  K  D  E  S  W  I  E  I  A  K  Y  L  K  E  D  V  P  R  L  V  S  S  Q  H  V  D  S  V  E  K  I  I  S  V  V  F  K  S  L  P  S  N  F  N  Q  F  I  R  W  V  A  E  I  R  I  T  E  D  S  N  Q  N  L  S  A  E  E  K  S  R  L  K  L  K  Q  L  V  L  K  E  V  H  E  T  E  L  F  K  H  I  N  K  F  L  S  T  V  G  Y  E  D  S  L  T  Y  A  A  A  K  A  C  C  Q  G  A  E  I  L  S  G  S  P  S  K  E  F  C  C  R  E  T  C  V  K  C  I  K  G  P  D  D  S  E  G  T  V  V  T  G  V  V  V  R  D  G  N  E  Q  K  V  D  L  L  V  P  S  T  Q  T  E  C  E  C  G  P  E  A  T  Y  P  A  G  N  D  V  F  T  A  L  L  L  A  L  P  P  Q  T  W  S  G  I  K  D  Q  A  L  M  H  E  M  K  Q  L  I  S  M  A  S  L  P  T  L  L  Q  E  E  V  L  H  L  R  R  Q  L  Q  L  L  K  R  C  Q  E  N  K  E  E  D  D  L  A  A  P  A  Y       

Dopo proteolisi, si osserva la comparsa di due bande elettroforetiche principali (figura 14). Tali bande corrispondono a frammenti di proteina che si sono formati a seguito della digestione con V8, le cui masse molecolari stimate sono rispettivamente di 42 kDa, 32 kDa.

E’ stato osservato che la proteina intera in presenza di ioni Cd2+ è molto più resistente alla proteolisi. Dopo solo 10 minuti di incubazione infatti la proteina è quasi completamente digerita in assenza di cadmio.

Le sequenze amminoacidiche e le esatte masse molecolari dei frammenti di proteolisi sono state determinate mediante microsequenziamento; in base ai risultati ottenuti si è potuto stabilire che:

· il frammento di dimensioni maggiori corrisponde ai primi 347 residui amminoacidici della proteina intera,

· il frammento di dimensioni minori corrisponde ai primi 283 residui amminoacidici della proteina intera.


Clonaggio ed espressione di singoli domini della Fitochelatina sintetasi.

Sulla base di tali risultati, si è proceduto all’espressione in forma ricombinante dei due frammenti V8-resistenti N-terminali, denominati rispettivamente:

· Nt1 il dominio corrispondente alla seconda banda di proteolisi di 283 residui amminoacidici,

· Nt2 il dominio corrispondente alla prima banda di proteolisi di 347 residui amminoacidici.

Le sequenze nucleotidiche corrispondenti ai domini Nt1, Nt2 sono state ottenute mediante PCR (reazione a catena della polimerasi). Sono stati utilizzati primer appositamente progettati la Fitochelatina sintetasi di Arabidopsis thaliana. La sequenza nucleotidica per Nt1 è di 849 bp, mentre quella per Nt2 è di 1041 bp.

Per la sovraespressione dei polipeptidi in Escherichia coli  è stato utilizzato il sistema pET/BL21(DE3) (fig. 15). Le cellule di Escherichia coli utilizzate per l’espressione  appartengono al ceppo BL21(DE3) e presentano una copia cromosomale del gene per la RNA polimerasi T7 sotto il controllo del promotore lac UV5, insensibile alla inibizione da glucosio e inducibile da lattosio o dai suoi analoghi come l’isopropil-(-D-tiogalattopiranoside (IPTG). I frammenti codificanti per i due domini N-terminali della Fitochelatina sintetasi sono stati clonati nel vettore d’espressione pET 28b, sotto il controllo di un promotore forte, quello della RNA polimerasi fagica T7 regolato negativamente dall’operatore lac. L’aggiunta di IPTG al mezzo di coltura inibisce il legame del repressore all’operatore lac e pertanto induce la sintesi della RNA polimerasi fagica che ha come unico “target” il gene d’interesse. 

Il vettore pET28 permette la produzione di una proteina ricombinante con una coda di sei istidine (His(TAG) in posizione N-terminale. In questo modo è possibile purificare la proteina, mediante cromatografia d’affinità, sfruttando la capacità delle istidine di chelare ioni metallici, come il Co2+, legati a supporti cromatografici. 

I vettori in cui sono stati clonati i frammenti codificanti per i domini NT1 o Nt2 sono stati trasformati nel ceppo batterico BL21.


Si è proceduto all’espressione dei polipeptidi corrispondenti ai putativi domini N-terminali, mediante l’aggiunta di IPTG al terreno di coltura.

L’espressione delle catene polipeptidiche è stata seguita sottoponendo piccole aliquote delle colture batteriche non indotte e indotte ad elettroforesi su gel di poliacrilammide in condizioni denaturanti (SDS-PAGE). Sono state evidenziate bande abbastanza intense, corrispondenti ai frammenti proteici Nt1 (~34 kDa) e Nt2 (~41 kDa), presenti esclusivamente nei campioni indotti (figura 16). 


Dopo lisi cellulare e centrifugazione, l’analisi, mediante SDS-PAGE, di aliquote della frazione sedimentabile e del surnatante, ha messo in evidenza che la maggior parte dei prodotti polipeptidici sono presenti nei corpi d’inclusione (figura 17). Si è comunque scelto di procedere alla purificazione della ridotta quota proteica presente in forma solubile. La resa ottenuta, dopo purificazione, è stata ritenuta sufficiente per procedere agli studi funzionali programmati.


Purificazione dei domini Nt1, Nt2.

Il vettore pET28b permette di produrre polipeptidi ricombinanti dotati di una  coda di istidine (His(TAG) in posizione N-terminale, per tale motivo la purificazione della proteina presente nel sovranatante ottenuto dal lisato della

coltura batterica indotta è stata effettuata mediante cromatografia d’affinità

utilizzando una matrice al cobalto (fig. 18). 


Considerando l’estrema specificità dell’interazione tra la coda poli-istidinica ed il supporto cromatografico, è possibile in teoria ottenere una purificazione completa dei peptdi in un unico passaggio anche a partire da miscele  proteiche molto complesse. L’eluizione è permessa dal fatto che l’interazione tra istidine e ioni Co2+ legati alla matrice è reversibile ed è pertanto possibile recuperare il peptide d’interesse utilizzando come eluente un tampone contenente una elevata concentrazione (100 mM finale) di un competitore solubile quale l’imidazolo. Le diverse frazioni recuperate dalla colonna cromatografica sono state sottoposte a SDS-PAGE; in corrispondenza della  2°, 3° e 4° frazione eluita dopo applicazione del tampone di eluizione viene recuperata la quasi totalità della proteina. Il grado di purificazione è soddisfacente (fig. 19).



Caratterizzazione funzionale dei domini Nt1, Nt2.

La capacità dei mutanti cad1-3 di Arabidopsis thaliana di produrre fitochelatine nonostante la perdita di gran parte della regione C-terminale della Fitochelatina sintetasi (Howden et al., 1995; Ha et al., 1999) e l’elevata conservazione di sequenza della regione N-terminale di tale in vari organismi sono le osservazioni principali che hanno fatto ipotizzare che il sito catalitico dell’enzima sia localizzato a livello della sua regione ammino-terminale. L’individuazione di domini strutturali corrispondenti alla regione N-terminale della Fitochelatina sintetasi e la loro successiva espressione e purificazione hanno permesso l’allestimento di saggi d’attività atti a caratterizzare funzionalmente tali domini.

Per verificare l’effettiva capacità di produrre fitochelatine, i domini Nt1 ed Nt2 sono stati incubati in presenza di cadmio e glutatione per 6 ore (figura 20). La produzione di fitochelatine è stata verificata mediante RP-HPLC. Mentre il dominio Nt2 (347 amminoacidi) catalizza la produzione di fitochelatine contenenti fino a 4 unità di (-glutammil-cisteina (PC4), il dominio Nt1 (283 amminoacidi) produce esclusivamente fitochelatine con due unità di (-glutammil-cisteina (PC2). La proteina intera, come già osservato, catalizza la produzione di fitochelatine contenenti fino a 6 unità di (-glutammil-cisteina. E’ ipotizzabile che l’assenza della regione C-terminale abbia influenza sulla processività dell’enzima.






CONCLUSIONI

Oggetto del presente lavoro di tesi è stata la caratterizzazione strutturale e funzionale della Fitochelatina sintetasi di Arabidopsis thaliana, con particolare attenzione agli aspetti concernenti l’attivazione dell’enzima da parte dei metalli pesanti e il contributo della sua regione ammino-terminale alla catalisi. Tale enzima riveste un ruolo di fondamentale importanza nella risposta delle piante ai metalli pesanti, in quanto catalizza la biosintesi delle fitochelatine. Questi oligopeptidi chelano ioni metallici, contribuendo ai meccanismi di omeostasi e tolleranza dei metalli nelle piante. I complessi fitochelatina-metallo possono essere compartimentati nel vacuolo, dove avviene l’incorporazione di ioni solfuro e solfito che incrementano sia la quantità di metallo accumulata che la stabilità degli stessi complessi. 

Sebbene chiare evidenze che le fitochelatine coordinano ioni metallici sono state ottenute solo per il cadmio ed il rame, la Fitochelatina sintetasi può essere attivata da più metalli. L’attivazione dell’enzima, in vitro, è stata analizzata nel presente lavoro. Il migliore attivatore è risultato essere il cadmio; produzione di fitochelatine è stata anche osservata in seguito al trattamento con sali di rame e mercurio. Non è stata invece rilevata nessuna apprezzabile attività biosintetica in presenza di sali di argento, cobalto o nichel. 

La sintesi delle fitochelatine richiede la presenza, in vivo, di glutatione: il trattamento con un inibitore della biosintesi del glutatione comporta la perdita della tolleranza ai metalli e della capacità di produrre fitochelatine.

Recenti studi hanno dimostrato che l’enzima utilizza come substrati attivi glutatione e fitochelatine il cui gruppo tiolico è bloccato da metallo; utilizzando analoghi del glutatione bloccati a livello del gruppo tiolico mediante alchilazione è possibile promuovere la sintesi di S-alchil-fitochelatine anche in assenza di ioni metallici nel mezzo di reazione. La risposta della Fitochelatina sintetasi a concentrazioni differenti di cadmio è stata studiata utilizzando S-metil-glutatione come substrato. La massima attività catalitica dell'enzima è stata osservata in corrispondenza di concentrazioni di cadmio intorno a 0.6 (M; concentrazioni progressivamente superiori del metallo sembrano avere effetto inibitorio.

Per ottenere informazioni sull’organizzazione strutturale dell’enzima, la Fitochelatina sintetasi ricombinante è stata sottoposta a proteolisi limitata.

Ciò ha evidenziato l’esistenza di una struttura globulare particolarmente resistente all’attacco proteolitico, soprattutto in presenza di ioni Cd2+, e ha permesso di individuare due frammenti corrispondenti a domini strutturali della proteina. In seguito a sequenziamento, tali frammenti, denominati Nt1 e Nt2, sono risultati corrispondere a porzioni più o meno lunghe del dominio ammino-terminale (in particolare Nt1 comprende i primi 283 residui amminoacidici, mentre Nt2 comprende i primi 347 residui amminoacidici). 

In base al confronto delle sequenze proteiche della Fitochelatina sintetasi di Arabidopsis thaliana con le sequenze delle altre Fitochelatina sintetasi conosciute (di Triticum aestivum, Schizosaccharomyces pombe e Caenorhabditis elegans), è stata verificata una significativa conservazione della regione N-terminale della proteina. Inoltre, studi condotti su mutanti di Arabidopsis, hanno mostrato che la delezione di gran parte della regione     C-terminale riduce ma non abolisce l’attività biosintetica dell’enzima. Tali considerazioni avallano l’ipotesi secondo cui il sito attivo dell’enzima sia localizzato nella regione N-terminale. L’isolamento di domini ammino-terminali e la loro caratterizzazione funzionale ha effettivamente dimostrato che la sintesi di fitochelatine è a carico della suddetta regione proteica. Le differenze di attività biosintetica, quantitative e qulitative, riscontrate tra la proteina intera e i singoli domini Nt1 e Nt2 hanno permesso di ipotizzare che anche il dominio carbossi-terminale possa dare un contributo alla catalisi, probabilmente influenzando la processività dell’enzima.

Prospettive future di lavoro riguardano la precisa determinazione dei parametri cinetici del processo catalitico promosso dai domini Nt1 e Nt2 al fine di acquisire informazioni dettagliate circa il loro contributo all’attività dell’enzima. Sarà inoltre interessante valutare la capacità che tali domini hanno di conferire resistenza a stress metallico in vivo. Inoltre poiché tentativi di cristallizazione della proteina intera non hanno finora fornito risultati positivi, verranno condotte nuove prove di cristallizzazione sui domini ammino-terminali, la cui produzione in forma ricombinante e successiva purificazione è stato uno dei risultati ottenuti nel presente lavoro di tesi.    
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Figura 1 (Ragni, 2001). Schema riassuntivo della biosintesi del glutatione: l’enzima -Glutammil-cisteina sintetasi catalizza la sintesi del dipeptide -glutammil-cisteina a partire da cisteina e acido glutammico; il glutatione viene quindi sintetizzato mediante l’aggiunta del residuo di glicina C-terminale al dipeptide -glutammil-cisteina da parte dell’enzima Glutatione sintetasi. Entrambe le reazioni richiedono idrolisi di ATP. 


                            [Cys = cisteina; Glu = acido glutammico; Gly = glicina]                                                        





Figura 2 (adattata da Strasdeit et al., 1991). Modello strutturale del complesso  [Cd3(PC3)4]. Gli ioni cadmio sono legati dai gruppi sulfidrilici di 4 residui di cisteina con una distanza di legame di circa 2.54 Ä. I pallini pieni (() rappresentano i gruppi carbossilici che sono rivolti verso l’esterno del complesso, dove contribuiscono alla sua idrofilicità.





 (-Glu-Cys)n-Gly + (-Glu-Cys)m-Gly  





                                    





Figura 3 (Ragni, 2001). Schema generale della reazione di biosintesi delle fitochelatine catalizzata dall’enzima Fitochelatina sintetasi. Gli indici “n” ed “m” indicano il numero di unità di -glutammil-cisteina ripetute e sono compresi fra 1 e 11; quando “n” e “m” sono uguali a 1 il glutatione è utilizzato come accettore e donatore di unità di (-Glu-Cys.         


[Cys = cisteina; Glu = acido glutammico;  Gly = glicina] 
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Figura 4 (Ragni, 2001). Rappresentazione schematica della via biosintetica delle fitochelatine, dei meccanismi di trasporto e localizzazione intracellulare dei vari complessi leganti cadmio. 


[Cys = cisteina;  GCS = -Glutammil-cisteina sintetasi; Glu = acido glutammico; Gly = glicina; GS = Glutatione sintetasi; GSH = glutatione; HMW = complesso ad alto peso molecolare; LMW = complesso a basso peso molecolare; PC = fitochelatina; PCS = Fitochelatina sintetasi]








Figura 5 (Ragni 2001). Rappresentazione della via riduttiva del solfato mediata dalla APS solfotransferasi. Le fitochelatine, in particolare le PC3, possono fungere da accettori di gruppi solfito SO32- ; il solfito può quindi essere ridotto a solfuro (per azione della solfito riduttasi) ed essere utilizzato per la sintesi di cisteina. 


[AMP = adenosina monofosfato; APS = adenosina-5’-fosfosolfato; ATP = adenosina trifosfato; Car = carrier; Fd = ferridossina; PPi  = pirofosfato]
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Figura 6 (adattata da Cobbett, 2000). Confronto schematico delle catene polipeptidiche di Fitochelatina sintetasi da differenti organismi. Il numero totale di amminoacidi in ogni catena è indicato sulla destra. Le posizioni approssimative dei vari residui di cisteina sono indicate da barre orizzontali.  


[At = Arabidopsis thaliana; Ce = Caenorhabditis elegans ; Sp = Schizosaccharomyces pombe; Ta = Triticum aestivum.]  





Figura 7 (adattata da Vatamaniuk et al., 2000). Modello proposto per la biosintesi delle fitochelatine. 1) Formazione dell’intermedio EC acil-enzima col contemporaneo rilascio di una glicina dal primo substrato. 2) Trasferimento di un’unità EC dall’intermedio sostituito al secondo substrato, per generare un prodotto contenente un’unità addizionale EC. 3) Sequestramento dei complessi fitochelatinici nel vacuolo. 


Il “pathway” catalitico principale è rappresentato dalle frecce solide. Le frecce tratteggiate denotano un “pathway” ausiliario nel quale i metalli pesanti (come il Cd2+) accelerano la catalisi interagendo direttamente coll’enzima in un sito distinto ma associato al sito attivo (presumibilmente a livello del dominio C-terminale).


Il gruppo R corrisponde a H, mentre il gruppo R’ corrisponde a un metallo pesante (Cd2+); le forme sostituite di glutatione R- o R’- possono partecipare tanto al primo passaggio catalitico, quanto al secondo ma non ad entrambi contemporaneamente.  


[C = cisteina; E = acido glutammico; G = glicina; S = zolfo]
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Figura 8.  Sintesi di fitochelatine da parte dell’enzima Fitochelatina sintetasi a partire da glutatione (GSH) in presenza di Cd2+. La reazione è stata condotta a 35°C per 60 min, utilizzando glutatione (6.6 mM) come substrato coll’aggiunta di cloruro di cadmio (CdCl2; 200 (M) al mezzo di reazione. La produzione di fitochelatine è stata verificata mediante HPLC a fase inversa (colonna C18). Nel cromatogramma ottenuto sono evidenziati i picchi caratteristici delle fitochelatine (tempi di eluizione compresi fra i 12 e i 16 min). L’eluizuione dei composti separati dalla colonna cromatografica è stata seguita mediante misure d’assorbanza a 220 nm.   


In ascisse, è indicato il tempo di eluizione, in minuti; in ordinate, è indicato l’assorbimento a 220 nm.
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Figura 9. La sintesi di fititochelatine a partire da glutatione è dipendente dalla presenza di ioni cadmio. La reazione è stata incubata a 35°C per 1 ora in presenza di tutti i reagenti, eccetto gli ioni cadmio Cd2+. Le molecole presenti nel campione sono quindi state separate mediante HPLC a fase inversa (colonna C18) e analizzate spettrofotometricamente (assorbimento a 220 nm): è evidente l’assenza dei picchi caratteristici delle fitochelatine che eluiscono fra i 12 min e 16 min.
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Figura 10. Attivazione dell’enzima Fitochelatina sintetasi da parte di metalli diversi dal cadmio. Varie reazioni sono state allestite in presenza di sali di differenti metalli:


a) mercurio, HgCl2


b) rame, CuSO4


c) cobalto, CoCl2


d) nichel, NiSO4


e) argento, AgNO3


Dopo 1 ora a  35°C, i prodotti della reazione sono analizzati mediante RP-HPLC (HPLC a fase inversa). Come si evidenzia dai grafici a) e b), la Fitochelatina sintetasi è attivata in presenza di sali di mercurio e di rame. Non si evidenzia invece sintesi di fitochelatine in presenza di sali di cobalto, nichel e argento [grafici c), d) ed e)].  
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Figura 11. Sintesi di PC2-6 a partire da glutatione in presenza di cadmio. La miscela di reazione è stata incubata a 35°C per 6 ore; i prodotti della reazione sono stati separati mediante RP-HPLC ed analizzati spettrofotometricamente (assorbanza a 220 nm). I picchi designati PC2, PC3, PC4, PC5, e PC6 corrispondono a fitochelatine di rispettivamente 2, 3, 4, 5, 6 unità di (-glutammil-cisteina.





A220








Teluiz.


(min)





PC2





PC3





PC4





PC5





PC6





                  12                   14                   16





Figura 12. Influenza dei metalli (cadmio) sull’attivazione della Fitochelatina sintetasi. La proteina è stata incubata per un’ora a 35°C in presenza di S-metil-glutatione come substrato e di diverse concentrazioni di CdCl2  (0.6 (m, 1 (m  5 (m, 10 (m, 20 (m). La produzione di S-metil-fitochelatine è stata analizzata mediante RP-HPLC. In grafico è riportata la quantità percentuale di  S-metil-fitochelatine complessivamente prodotte in risposta alle differenti concentrazioni di cadmio, considerando come 100% la quantità prodotta in assenza del metallo. 





� EMBED Excel.Sheet.8  ���





0             0.6             1              5             10             25





[CdCl2]


(M





% S-metil-fitochelatine





Figura 13. Sequenza amminoacidica della Fitochelatina sintetasi di Arabidopsis thaliana. In verde sono evidenziati i residui di acido aspartico (D) e di acido glutammico (E) che rappresentano i siti di taglio riconosciuti dall’endoproteasi V8. Tale enzima è stato utilizzato per condurre saggi di proteolisi limitata, al fine di caratterizzare strutturalmente la Fitochelatina sintetasi. 





Figura 14. Analisi elettroforetica (SDS-PAGE) dei prodoti di proteolisi. L’enzima Fitochelatina sintetasi è stato digerito con l’endoproteasi V8. La reazione di digestione è stata condotta a 37°C per 10, 20, 30, 40 minuti, sia in assenza (-) che in presenza di metallo (cadmio). Come evidenziato in figura (frecce nere), si individuando due bande principali corrispondenti a frammenti della proteina digerita. Un’aliquota di proteina non digerita (ND) è stata caricata nella prima corsia come controllo negativo. 
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Figura 15. Sistema pET: il gene target è sotto il controllo del promotore della RNA polimerasi fagica T7, il quale è regolato negativamente dall’operatore lac; sul plasmidio è presente il gene lacI codificante per il repressore lac. Le cellule batteriche utilizzate contengono sul proprio cromosoma una copia del gene codificante per l’RNA polimerasi T7 posto sotto il controllo del promotore lacUV5. L’espressione della proteina può essere  indota da lattosio o da suoi analoghi come l’IPTG.








Figura 16. Induzione proteica evidenziata mediante SDS-PAGE dei domini Nt2, Nt1.


[INt2 = campione Nt2 indotto; NINt2 = campione Nt2 non indotto; INt1 = campione Nt1 indotto; NINt1 = campione Nt1 non indotto]
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Figura 17. Verifica della solubilità proteica mediante SDS-PAGE. Le cellule batteriche indotte sono state lisate. Dopo centifugazione pellet e surnatante sono stati analizzati mediante elettroforesi su gel di poliacrilammide in condizioni denaturanti.


[SNt2 = frazione solubile del campione Nt2; PNt2 = frazione  sedimentabile del campione Nt2, SNt1 = frazione solubile del campione Nt1; PNt1 = frazione sedimentabile del campione Nt]
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Figura 18. Rappresentazione del legame della proteina al supporto cromatografico. Le istidine della proteina ricombinante  formano un esacoordinato con i gruppi reattivi del supporto cromatografico 
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Figura 19. Verifica della purificazione  dei domini Nt1, Nt2. Il surnatante ottenuto da un litro di coltura batterica è stato sottoposto a cromatografia d’affinità; le frazioni raccolte sono quindi state analizzate mediante elettroforesi in condizioni denaturanti (SDS-PAGE). 


[FT = flow-through; M = marcatori di taglia (BSA: 66.2 kDa; Anidrasi Carbonica: 31 kDa; Lisozima: 14.4 kDa); Nt1 = terza aliquota di Nt1 eluita con buffer contenente imidazolo 100 mM; Nt2 = terza aliquota di Nt2 eluita con buffer contenente imidazolo 100 mM]
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Figura 20. Produzione di fitochelatine da parte dei domini Nt2 (a), Nt1 (b) a partire da glutatione. Le reazioni sono state incubate a 35°C per 6 ore in presenza di cadmio; le fitochelatine prodotte, separate mediante RP-HPLC, sono stati identificate in base all’assorbanza a 220 nm e alla reattività delle frazioni raccolte col DTNB. I picchi corrispondenti a fitochelatine sono indicati da frecce. Durante le 6 ore d’incubazione, sono state prodotte PC2, PC3 e PC4 dal dominio Nt2, esclusivamente PC2 dal dominio Nt1.  
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