UNIVERSITA' DEGLI STUDI DI PADOVA

Sede Amministrativa: Universita degli Studi di Padova

DIPARTIMENTO di CHIMICA BIOLOGICA

SCUOLA di DOTTORATO di RICERCA
in BIOCHIMICA e BIOTECNOLOGIE

INDIRIZZO BIOTECNOLOGIE
CICLO XX

ANALISI FUNZIONALE E COMPARATA
DELLE LONGINE VAMPT E Ykt6

Direttore della Scuola : Ch.mo Prof. Lorenzo Pinna

Supervisore : Prof. Francesco Filippini

Dottorando : Marco Vedovato

DATA CONSEGNA TESI
31 gennaio 2008






INDICE

SOMMARIO .o

INTRODUZIONE .

Origine evolutiva del compartlmentl ceIIuIarl ......

Ipotesi del trasporto vescicolare e primi studbiail

Meccanismi molecolari del trasporto vescicolare.......ccoavev......

Struttura e funzione delle SNARE.............ccoiiiiiiiiiccciee. 9
| domini N-terminali delle SNARE.............oo i, 12
Le famiglie longiniChe. ... e, 13
— VAMPTZITI-VAMP ... e e, 13
e 11072274 o 14
- Ykt6.. . 16
Ruoli dei dom|n| Iong|n|C| 16
Longin-like.. 17
MATERIALI E METODI 19
ANALISI BIOINFORMATICHE 19
— Serverprincipali utilizzati...............ccceii i 19
— Analisidelle sequenze..........c.ooo i 20
— Analisi filogenetiche................cocoiiiiiie. 20
— Homology modeling...........cooooiiiiiiiii 21
BIOLOGIA MOLECOLARE e e, 22
Mutagenesi Sito diretta..........co.uiuuieiie i e 22
Sequenze degli oligonucleotidi sintetici per la P@Rmer)............... 22
Reazione a catena della polimerasi (PCR).........cccoooviiiiiiicennn. 23
Elettroforesi in gel di agaroSio.........c.ovvvve i ii i 24
Plasmidi.. . 2.
Ceppo batterlco e terren| d| coltura ........................................... 27
Ceppo di lievito e terreni di coltura.. . . 27
Clonaggio mediante kit TOPO TA Clonﬁ@\g ... 28
Estrazione e purificazione del DNA plasmldlco dbute batterlche... 28
Taglio del DNA con enzimi di restrizione.. . eeee 29
Purificazione dei frammenti di DNA dopo PCR o] daﬁetrlzmne ...... 29
Ligazione... : .. 29
Induzione deIIa competenza e trasformazmne deIIeIe batterlche 30
Sequenziamento del DNA. ... e, 30
Conservazione dei cloni battericia—80°C...............ccceevveeeee... 30
Trasformazione delle cellule di lievito.............cccoviiiii e, 30



SCOPO della TESL...c.vuiiiiiiie e e e 32

RISULTATIE DISCUSSIONE ......ccoiiiiiiiiiiii e, 34

Distribuzione delle longine negli eucarioti..............c.coovvucuneinenns 34
Identificazione di una nuova famiglia proteloagin-like le Fitolongine. 36
Analisi filogenetica delle famiglie longiniche............cccooooiiiini. 38
Creazione dpatternper le longine.............cooii i 43
Modelli delle IoNgINe....... ..ot e 44

Conservazione e variazione del meccanismo di iniema
INErAMOIBCOIAIE. ..o AT

CONCLUSIONI E PROSPETTIVE ..o 49

BIBLIOGRAFIA . i O]



SOMMARIO

Le longine sono proteine caratterizzate da un'sgd@e N-terminale
conservata di 120-140 aminoacidi, definita longimmain (LD). Esse
appartengono alle SNARE, proteine fondamentali iperontrollo del traffico
subcellulare, e sono divise in tre famiglie prirdipVAMP7, Sec22 e Ykt6.
L’attivita di ricerca svolta nel corso del dottaraé vincolata ad un progetto
(finanziato dalla Fondazione CA.RI.PA.RO.) che @ lo studio della
modulazione funzionale e delle interazioni dei LDVAAMP7 e Ykt6. Percio é
stata studiata la distribuzione del LD e delle lorgnegli eucarioti attraverso uno
screening bioinformatico su proteomi e genomi. Kadopermesso di evidenziare
ruoli diversi per le famiglie longiniche di Ykt6 ¥AMP7. Inoltre sono state
scoperte le Fitolongine: esse rappresentano il presempio di famiglia di
longine non-SNARE poicheé presentano una regiondralenvariabile che ha
sostituito lo SNAREmotif. L'evoluzione delle longine sia tra le diverse fgle
che all'interno di ogni famiglia & stata analizzat&raverso la creazione di alberi
filogenetici ed ha rivelato interessanti informamiosoprattutto per quanto
riguarda le relazioni tra Ykt6, VAMP7 e Fitolongir@ono stati creati dei modelli
3D del LD per ottenere suggerimenti funzionali dabnservazione o divergenza
di specifiche regioni sulla superficie, ed individa anche degli aminoacidi
ritenuti “chiave” per eventuali interazioni conraltproteine coinvolte nel traffico
vescicolare. La capacita autoinibitoria identifcgber Ykt6 di lievito sembra
essere basata sulla presenza di una superficiolica nellal del LD, ma dai
nostri dati sulla presenza di superfici idrofobianeolari conservate netil il
meccanismo risulta essere famiglia-specifico e sempre dovuto a superfici
idrofobiche. La mutagenesi di alcuni aminoacidi semati nelle Ykt6 e nelle
VAMP7 e i successivi saggi di doppio ibrido, potranaiutare a comprenderne

limportanza.



ABSTRACT

Longins are proteins characterized by a conserweribinal extension of
120-140 amino acids, named longin domain (LD). Thelong to SNARE that
are crucial proteins for subcellular traffickingntml, and they are divided into
three main families: VAMP7, Sec22 and Ykt6. Theessh activity performed
during this PhD is linked to a project (funded b.RI.PA.RO. Fondation) that
aims at studying functional modulation and intecaw of VAMP7 and Ykt6
LDs. Therefore the distribution of LD and longinogeins in eukaryots has been
studied, by means of a bioinformatic screening mrigpmes and genomes. This
allowed for highlighting differencial roles of Yki#nd VAMP7 longin families. In
addition, Phytolongins have been discovered: they r@presenting the first
example of non-SNARE longins family, showing a sété central region that
replaced the SNARE motif. By means of phylogenét@es, longins evolution
between and inside the families has been analyzédhas shown interesting data,
particularly as regards the relationships betwektt,YWAMP7 and Phytolongins.
We performed tridimensional models of LDs in orteiinfer functional insights
from the conservation or divergence of surface ifipepatches, and also to
unravel key amino acids for the interactions wittheo vesicular proteins.
A hydrophobic surface ofx helix 1 seems to mediate the autoinhibitory
mechanism in yeast Ykt6 LD, but our data on coresritydrophobic or polar
surfaces inal indicate that this mechanism is family-specificdanot always
dependent on hydrophobicity. We have performeddected mutagenesis of
particular residues that are conserved in Ykt6 ¥AdMP7, in order to obtain
indications about their value in future two-hybaissays.



INTRODUZIONE

Origine evolutiva dei compartimenti cellulari.

La piu semplice tra le cellule eucariotiche € estimente piu complessa del
pil avanzato procariote ed € organizzata in conmpanti cellulari ed organelli
quali, ad esempio, il nucleo, i mitocondri, il &tlo endoplasmatico (RE) ed il
citoscheletro. Il macchinario base di replicaziotrascrizione e traduzione del
DNA e i cicli metabolici chiave sono condivisi date le cellule e verosimilmente
devono essere stati posseduti da un proto-eucdfRaeeaet al, 2006), mentre
'origine dei nuclei resta tuttora una questionerép (Lopez-Garcia & Moreira,
2006; Martin, 2005). Strutture analoghe ai nuclennsono facilmente
identificabili in procarioti, anche se ci sono adempio, nel phylum dei
Planctomycetes, dei nucleoidi limitati da membréagerst, 2005).

L’origine procariotica dei mitocondri da parte ditteri simbionti & risaputa e,
recentemente, sono stati identificati come mitocomdodificati in eucarioti
anaerobi, gli idrogenosomi (che assicurano e geoeemergia alla cellula) e i
mitosomi (trovati inEntamoebae Giardia; van der Giezest al, 2005).

Anche i compartimenti del traffico di membrana grasnelle cellule eucariotiche
non sono chiaramente riconoscibili nei procariothia nell’'archeobatterio
Ignicoccus islandicug stata osservata tramite microscopia elettrdaigaiesenza
di tubuli ed eventi di gemmazione e fusione dedlscicole (Rachedt al, 2002).
Sebbene non ci siano molti omologhi molecolari tlaffico di membrana nei
procarioti, Vps29, una porzione del rivestimentsoieolare del retromero (unita
di recupero dallendosoma al Golgi), ha un chiamotogo in molti batteri e
archeobatteri e possiede attivita fosfoesterasiwalivisa da tutti gli omologhi
(Damenet al, 2006).

La presenza di queste strutture in alcuni prodadota capacita di costruire
compartimenti racchiusi da membrane, rende piuilitedla loro formazione
spontanea, senza dover invocare indefiniti evaatastici. |l sistema del traffico
di membrana sembra essersi originato anch’essom@ummente da un aumento

di preesistenti blocchi di domini motif di un limitato repertorio di proteine,



presenti nel proto-eucariote o derivate recenteenelat trasferimento di geni
(Dacks & Field, 2007).

Nella cellula eucariotica primordiale il sistemacrstorio ed endocitico doveva
essere in grado di gestire due importanti funzidtaise: esportazione ed
importazione. Nelle cellule eucariotiche esistergjijesti processi Si sono
complicati e sovrapposti per permettere il traspogt I'indirizzamento delle
proteine e dei lipidi nei corretti compartimentiaumento della grandezza della
cellula e del suo complesso di endomembrane &€ stetompagnato da un
aumento della complessita del macchinario moleeakaiqueste vie di trasporto,
ovvero del numero e dei tipi di proteine di rivestnhto, GTPasi regolatorie,
fattori di fusione e reclutamento, motori molecokrsegnali di indirizzamento
(Sarastre & Goud, 2007).

Una differenza tra gli attuali eucarioti unicellil@ le cellule dei metazoi € la
continua richiesta di riciclo della membrana. Aarepio, il lievito pud essere
considerato come una macchina biosintetica: etirifagrado di dividersi molto
velocemente grazie ad un apparato secretorio exffiej ma ha una limitata
capacita endocitica, che preclude lo sviluppo diaoelli di riciclo sia tra RE ed
apparato del Golgi, sia tra membrana plasmaticacaolo. Le cellule dei metazoi
nel loro percorso biosintetico hanno evoluto inveae compartimento
specializzato di membrana, chiamato compartimentermedio, che permette
l'indirizzamento delle molecole tra RE ed appardéd Golgi e favorisce il riciclo
della membrana, che €& importante per il funzionamenlintegrita del reticolo
(Sarastre & Goud, 2007).

Ipotesi del trasporto vescicolare e primi studi pibta.

La frequente osservazione di proteine secretorigescicole ha ispirato
l'ipotesi che il trasferimento di molecole tra gliganelli del percorso secretorio
sia mediato dal trasporto in vescicole.

Le proteine secretorie appena sintetizzate vengy@sportate attraverso una serie
di organelli racchiusi da membrane verso lo spa&tracellulare. Allo stesso
modo le proteine destinate alla membrana plasmatgleendosomi o ai lisosomi,

condividono le prime “stazioni” di questo percorg@noe RE e Golgi) con le



proteine secretorie, ma quest’ultime si trovanohandentro piccole vescicole
intersperse tra i maggiori organelli difficking.

Il trasporto pud essere suddiviso in quattro fagigipali: la gemmazione della
vescicola, la selezione delle proteine da traspmrtdlindirizzamento della
vescicola e la fusione con la membrana bersagbovéscicola gemma da una
membrana definita donatrice, che permette ancheofporazione selettiva del
carico nella vescicola e trattiene le proteinedesii nel compartimento donatore.
Queste vescicole vengono indirizzate verso spectficnpartimenti bersaglio
dove possono riversare il loro carico dopo la fasi@on la membrana (Palade,
1975).

La caratterizzazione di reazioni e componenti pcot®involti nel trasporto
vescicolare é stata iniziata dai gruppi di Scheke&othman.
Il gruppo di Schekman ha avuto la lungimiranza cBgliere come organismo
modello Saccharomyces cerevisiggiando non era ancora chiaro che avesse un
apparato secretorio molto simile a quello dei mafmriLa facilita di manipolare
geneticamente il lievito ha permesso di isolare deitanti sensibili alla
temperaturageq e difettivi nella secrezione proteica (Noviekal, 1980).
Questi mutanti contenevano vari tipi di struttuseahiuse da membrana che
differivano per il tipo di mutante: potevano essgiczole vescicole da 60-100 nm
di diametro che presumibilmente corrispondevantraaportatori, una maggiore
rete di RE o un complesso Golgi alterato. Tuttestpiestrutture rappresentano
stadi intermedi del percorso secretorio, che mosteanplificazione a causa di un
blocco in una fase precisa del trasporto proteico.
La successiva identificazione dei geni che eraffettoii nei 23 tipi di mutanti
identificati, ha rilevato nuove proteine coinvolteei vari stadi del percorso
secretorio (Schekman & Novick, 2004).
Il gruppo di Rothman, invece, ha affrontato il pesba misurando, con un
ingegnoso saggicell freg il trasporto di proteine tra le cisterne del cdespo
Golgi di mammifero (Balclet al, 1984).
Questo saggio consisteva nell'incubare una frazain@olgi da cellule infettate
dal virus della stomatite vescicolare (che mancadellenzima N-
acetilglucosammina transferasi) assieme al Golgvaete da cellulevild type
Aggiungendo il substrato marcato radioattivamemd@P e citosol, si puo



misurare il trasporto tra i compartimenti donatoee accettore attraverso
limmunoprecipitazione delle glicoproteine del Gioiligfettato che incorporano |l
substrato radioattivo.

Questi approcci hanno permesso di scoprire cherdéeipe Sec identificate
geneticamente sono ortologhe a quelle identifibadehimicamente con il saggio
cell free rivelando che le componenti chiave del macchinati trasporto

vescicolare sono conservate in eucarioti evolutesats lontani.

Meccanismi molecolari del trasporto vescicolare.

Il primo stadio del trasporto vescicolare consistdla formazione della
vescicola attraverso l'iniziazione del rivestimeljiigura 1), cioé 'assemblaggio
di proteine che vengono reclutate dal citosol vdeswescicola nascente. Tali
rivestimenti possono essere impalcature di proteome la clatrina (Pearse,
1975) che é implicata nel trasporto dal trans-Gokgiwork allendosoma e alla
membrana plasmatica; oppure altri due rivestimemamati COPIl e COPI che
sono formati da complessi proteicii COPIl media tibsporto tra RE,
compartimenti intermedi RE-Golgi e complesso GdBarlowe et al., 1994);
COPI é invece coinvolto nel trasporto tra le cistedel Golgi e nel trasporto
retrogrado verso il RE (Letourneret al.,1994).

In generale i componenti del rivestimento piu victia membrana (in blu in
Figura 1) vengono reclutati da GTPasi Arf/Sar asgealla membrana (Serafini
et al, 1991) (in rosso in Figura 1); le proteine transtheana che riconoscono il
carico ed altre proteine (dette v-SNARE) vengonglobate nel rivestimento e
comincia la gemmazione. Al complesso si aggiungaltiee proteine piu distali
(ad esempio il pre-complesso COPII formato da Se<33c24p recluta il
subcomplesso Secl3peSec3lp formato due subunitdedl3p e di Sec31p;
Lederkremer et al., 2001) (in verde in Figura 1¢ @umentano la curvatura e la
successiva scissione della vescicola. Nel passaggxressivo avviene la
dissociazione del rivestimento ed il riciclo deieoteine formanti il complesso.
La vescicola deve poi essere indirizzata versonhgartimento accettore: essa Si
avvicina alla membrana accettrice guidata dal chieletro, e viene “incatenata”
attraverso un fattore leganteethe) e una GTPasi Rab. Viene poi ancorata alla
membranaarget attraverso l'associazione tra proteine v-SNAREe¢pnti sulla



vescicola) e t-SNARE (sulla membrataage? in un fascio di 4x eliche. Questo
complessaransSNARE promuove la fusione della vescicola nel dopirato
lipidico accettore. La proteina trasportata viemasferita al compartimento
accettore e le SNARE vengono riciclate.

Nonostante la diversita nelle dimensioni degli ol la gemmazione e la
fusione delle vescicole sono mediate da complessfanhiglie di proteine
conservate negli eucarioti (Bonifacino & Glick, 200

Il processo necessita di una regolazione nella geziome e nella fusione delle
vescicole, inoltre ci deve essere anche un traspettogrado che permetta il
bilanciamento e il regolamento del trasporto.
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Figura 1: rappresentazione schematica dei principali evertiangemmazione e
fusione di vescicole da un compartimento donatoce tam compartimento
accettore (tratta da Bonifacino & Glick, 2004).

Struttura e funzione delle SNARE.

Le proteine SNARE sono recettori di SNAP_(SRReeptors) (Clary &
Rothman, 1990), ove l'acronimo SNAP sta peluBle NSF Attachment Rotein
(Clary et al, 1990) e NSF significa fattore sensibile alla tNhsleimide ed
indica una ATPasi (Tagayet al, 1993; Wilsonet al, 1989). Queste proteine
sono caratterizzate da un dominiocadlica conservato (SNARBotif) di 60-70
animoacidi disposti in eptadi ripetute (Weimét al, 1997); al C-terminale di
molte proteine SNARE un dominio transmembrana dlega con un piccolo



linker allo SNARE motif. Nella regione N-terminale risiede la differenza
principale tra le proteine SNARE, che ne permeitdiVisione in vari subgruppi
per la presenza o assenza di domini che possorae/am lunghezza e mostrare
deifold differenti ed indipendenti fra di loro (Fassha#903; Brunger, 2005).

( N-terminale | SNARE rmoftif [ DIM ]

Figura 2: schematizzazione del prototipo di una proteina SEIAR omesso il
linker tra lo SNARE motif ed il DTM (DTM = domini@nsmembrana).

Questa struttura prototipo (N-terminale - SNARIGtif - dominio transmembrana
C-terminale) (Figura 2) presenta delle importaatiezioni:
» alcune proteine SNARE non possiedono un dominorMtretturato, tra
cui le “brevine” (Rosset al.,2004);
» altre, prive di un dominio transmembrana, possomesgntare una
modificazione post-trascrizionale per 'ancoraggionembrana: tra queste
e incluso un piccolo gruppo rappresentato dalle BXA (ynaptosomal-
associated mtein 25 kDa) che contengono due differenti SNARBtif
uniti da un linker flessibile palmitoilato; nel lievito il dominio
transmembrana di Ykt6p e sostituito da un box &Aéhe viene
farnesilato (McNevet al.,1997);
* il dominio transmembrana delle SNARE puo ancheregsalmitoilato ed
e stato dimostrato recentemente che tale modificaziprotegge le
SNARE dalla ubiquitinazione e conseguente degradaz(Valdez-Taubas
& Pelham, 2005).

Le proteine SNARE presenti nelle due opposte menebsano associate in
complessi che vengono disassemblati dal’NSF. R#ti anni si € ritenuto che ci
fosse una netta separazione tra le SNARE del cammesto donatore ed
accettore, portando ad una classificazione funkoo@me v-SNARE e t-SNARE
(Sollner et al., 1993). Attraverso il riconoscimento reciproco chertp alla
formazione del cosiddetto “complesso SNARE”tmfisSNARE” (Hay, 2001),
la cui struttura é stata studiata principalmentvello di esocitosi di vescicole
sinaptiche (Suttoet al, 1998), si ottiene la specificita dell'indirizzamto di una

vescicola al compartimento corretto.
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Questo sistema di classificazione, tuttavia, résuttadeguato a descrivere gli
eventi di fusione omotipica e alcune funzioni dSMKARE in alcuni passaggi di
trasporto con vari partner. Ad esempio, la SNARE23b di Saccaromices
cerevisiae funziona sia nel traffico retrogrado che anterdgrdra il RE e
'apparato del Golgi. Nel traffico anterogrado S&a2olocalizza con Bosl e Betl
nel trasporto vescicolare, ma solo Betl era claas#f come v-SNARE, mentre
Bosl e Sec22b come t-SNARE (McNetval., 2000). Nel trasporto retrogrado,
pero, Sec22b é l'unica v-SNARE funzionale (Batral.,2003).

La conoscenza dei complessi SNARE ha fornito uaasificazione piu rigorosa
ed invariabile. La formazione del complesso viergliata dallo SNAREnotif ed

e associata a cambiamenti conformazionali e digiendibera. Quando le SNARE
sono monomeriche lo SNARmotif non & strutturato. Tuttavia quando un
appropriato set di SNARE e combinato, si forma omglesso molto stabile
(Fasshauer, 2003). Le strutture cristallografichedde complessi (il primo
formato da SNARE neuronali ed il secondo da SNAREosomali) hanno
rilevato un elevato grado di conservazionecore complexe$ossono essere
rappresentati come uepiled coil allungato di 4a-eliche parallele che portano
ciascuna lo SNARHEnotif (Suttonet al, 1998, Antoniret al.2002). Il centro del
fascio contiene 16 strati impilati che permettonudrazione tra le catene: questi
strati sono tutti idrofobici, tranne lo strato aae “0” (chiamato anche strato
ionico) che contiene 3 glutammine (Q) molto conax\ed un residuo di arginina
(R) conservato (Figura 3). In base al tipo di aragido presente nello strato
ionico si pud avere una nuova classificazione dBNARE in R e Q-SNARE,
gueste ultime ulteriormente suddivisibili in Qah-Qe Qc-SNARE (Fasshauer
al., 1998).

T 6 5 4 -3 -2 -1 0 +1 +2 +3 +4 +5 +6 +7 +8

Figura 3: visualizzazione degli strati del fascio del comgtedi fusione tra le 4
a-eliche parallele delle SNARE (tratta da Fasshaeteal., 1998).

11



| complessi SNARE funzionali che guidano la fusi@henembrana sono etero-
ed oligomerici: ogni fascio di 4 eliche paralleleeariante e richiede 3Q-SNARE
(Qa, Qb e Qc) e 1R-SNARE. Un’analisi filogeneticalel sequenze SNARE di
lievito, Arabidopsis thalianae mammiferi mostra che queste 4 sottofamiglie
SNARE sono altamente conservate e divergono prestevoluzione eucariotica
(Bocket al.,2001).

Grazie alla natura anfifilica, lo SNARHEnotif si pud associare in altre
combinazioni che risultano essere fasci di elichenanstabili del complesso.
Questi complessi, identificati nello studio di SNERheuronali (Misuraet al.,
2001a; Misureet al., 2001b; Margittaiet al.2001; Zhanget al., 2002; Weninger

et al.,2003; Dennisoret al.,2006), non sembrano avere una corretta topologia di
membrana e guidare la fusione di membrana, maogtottrappresenterebbero
reazioni “off-pathway” (Fasshauer, 2003).

| domini N-terminali delle SNARE.

La presenza di domini N-terminali cdald differenti ha reso interessante
capirne la funzione nelle SNARE.
Le SNARE Qa, ed alcune Qb e Qc, hannpdiche antiparallele N-terminali che
formano un fascio: questi fasci possono variarkumghezza ed essere connessi
allo SNAREmotif da un linker flessibile. Questo dominio viene oméo Habc e
interagisce con lo SNAREotif formando una configurazione chiusa che viene
poi stabilizzata dalla proteina muncl8 (Fernaneieal., 1998; Duluboveet al.,
1999; Margittaiet al., 2003; Toonen & Verhage, 2003). La Qc-SNARE diitiev
Vam7p ha un dominio conservato di circa 120 amiibachiamato Phox-
homology (PX) perché originariamente identificato nelle woith p4@hox e
p47phox della NADPH ossidasi (Luet al., 2002). La presenza di ulteriori
ripiegamenti nei domini N-terminali di Qb e Qc nemla escludere perché alcuni
di questi domini sono divergenti in sequenza e leaga (Jahn & Scheller, 2006).
Molte R-SNARE hanno invece un dominio N-terminalebgllare formato da
cinque fogliettip antiparalleli racchiusi da un lato da uweelica e dall’altro da
due a eliche (Gonzalezt al., 2001; Tochioet al., 2001) (Figura 4). Questo

dominio, formato da 120-140 residui aminoacidici,st@ato definito dominio
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longinico (LD) e le proteine che lo possiedono satmamate “longine” per
distinguerle dalle R-SNARE che possiedono un damiiterminale molto corto

e non conservato, e per questo chiamate brevitipdiri et al.,2001).

Figura 4: (A) diagramma topologico (modificato da Gonzalez et28l01) e (B)
rappresentazione 3D del LD di Sec22b di topo trarRyMOL.

Le famiglie longiniche.

- VAMP7/TI-VAMP.

Il primo membro studiato di questa famiglia proteie stata la VAMP7
umana, una proteina di 220 aminoacidi codificatbggne SYBL1 (D’Espositet
al., 1996), che é stata identificata anche in ratttraferso studi condotti su ratto
con anticorpi policlonali anti-VAMP7, é stato dinido che € espressa come
proteina di circa 25 KDa in vari organi, tra cuilmpone, milza, fegato, rene e
cervello, mentre &€ assente in cuore e muscolo (Adea al, 1999). Questi
risultati concordavano con dati dorthern blotottenuti precedentemente sugli
stessi tessuti (Advaeit al, 1998).

Per la sua resistenza alla proteolisi da parte aellrotossina tetanica, VAMP7 &
stata di conseguenza nominata anch&/ AMP (Tetanus neurotoxinnisensitive-
VAMP); essa risulta insensibile anche alle neurotodsataliniche B, D, F e G
(Galli et al, 1998). VAMP7 ¢ coinvolta nella via endocitica @gpresente negli
endosomi precoci e tardivi (Advaet al, 1999); media la fusione delle vescicole
dal post-Golgi con la membrana plasmatica in nawarellule epiteliali (Gallet
al., 1998; Advaniet al, 1998) ed & assente invece nelle vescicole dydrss dal

transGolgi network agli endosomi (Advaniet al, 1999). L'intervento di
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VAMP7/TI-VAMP nel trasporto dagli endosomi ai lismsi e stato dimostrato
anche nei macrofagi alveolari (Waetial, 2000). Dati di microscopia elettronica
rivelano che VAMP7/TI-VAMP non e associata ai lisos, ma media la fusione,
insensibile alle neurotossine clostridiali, di Veste provenienti dal post-Golgi
con la membrana plasmatica nei neuroni (Cetcal, 1999) ed anche nelle cellule
epiteliali, definendo in questo modo un nuovo coriipeento (Lafontet al,
1999).

La crescita di assoni e dendriti € un evento cleicieella maturazione e nel
differenziamento dei neuroni (Prochiangt al, 1995) e si basa soprattutto
sullaggiunta di nuovi componenti alla membranaspiatica, attraverso |l
trasporto di vescicole lungo la via esocitotica téfman & Banker, 1996).
L’allungamento dei neuriti € un processo finemesgolato: VAMP7/TI-VAMP
(ed in particolare il suo dominio N-terminale) € componente chiave di questa
regolazione (Martinez-Arcaet al, 2000). La regolazione avviene tramite
linibizione, mediata dallLD, dell'interazione del SNARE motif con Il
complesso di fusione: misurando il tasso di assaggi del’'LD di VAMP7 con
SNAP-25 e la sintaxina, si e visto che le interazisono circa il doppio in
assenza del dominio longinico, portando a formuldp®tesi che esso regoli
negativamente l'esocitosi (Martinez-Area al, 2003). Recentemente e stato
dimostrato, attraverso analisi di immunoblot, ch&dMP7 & specificamente
associata con il RE in cellule dell'intestino dittoa e regola il trafficking
intracellulare di alcune vescicole specializzateclate PCTV PreChylomicron
Transport_\ésiclg (Siddigiet al.,2006), che gemmano dal RE e trasportano verso
il Golgi l'unica lipoproteina (chilomicrone) prodet dall'intestino (Siddiget al.,
2003).

Nei saccaromiceti, la VAMP7 e sostituita da Nywd. cli regione N-terminale e
stata recentemente risolta per NMR, dimostrandofioédiLD (Wenet al, 2006).

— Sec22b.

L'importanza delle longine Sec22b neafficking era gia stata capita dai
primi studi condotti nel lievito per identificaraigli geni (e loro prodotti proteici)
fossero importanti per il trasporto tra il RE ecdmplesso del Golgi. SEC22,
BET1 e BOS1 furono identificati come geni cruciger questo trasporto
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(Newmanet al., 1990). Nel lievitoSaccharomyces cerevisi&ec22b (chiamata
anche Sec22p, Daschet al, 1991) interviene nella via di secrezione, in
particolare nel trasporto vescicolare, sia antegrche retrogrado, tra il reticolo
endoplasmatico ed il complesso del Golgi e quastaibne e stata identificata
anche in mammiferi (Hagt al, 1996; Paelet al, 1997; Hayet al, 1998; Spang
& Schekman, 1998). In lievito, si capi che Sec22ickiesta assieme a Boslp,
affinche si verifichi un’efficiente interazione tla SNARE per la formazione del
complesso di fusione (Sachetral, 1997); in ratto é stato dimostrato che Sec22b
partecipa al complesso quaternario con altre treAFEN rbetl, membrin e
sintaxina 5 (Xuwet al.,2000). Sec22 e ancorata alla membrana tramite oingm
transmembrana, la cui composizione e lunghezzadaiérminare la capacita
della proteina di partecipare a tappe diverse dedpbrto nella via secretoria
(Bretscher & Munro, 1993). Puo essere sostituat&/kt6 nel traffico dal reticolo
al Golgi in lievito, mentre Sec22 non puo sostédirnzionalmente Ykt6 (Burgt
al., 2003; Tsuet al, 2001). E’ stata risolta la struttura cristalloigra del dominio
N-terminale (LD) della Sec22b di topo: esso comsist cinque foglietti3
antiparalleli racchiusi da un lato da uaaelica e dall'altro da duew eliche e
presenta, quindi, la stessa struttura del dominteriinale di Ykt6p (Gonzalezt
al., 2001; Tochiocet al.,2001). Poiché la capacita di assemblaggio del cesspl
SNARE con e senza LD di Sec22b di topo risultaweaiiiato, cido ha portato a
concludere che I'LD non interagisse con lo SNAREtifo che I'interazione fosse
troppo debole o transiente (Gonzadgsal, 2001). Recenti studi in mammifero
sulla struttura del complesso che si forma tra $ec@ec24 e Sec22b per
determinare quali meccanismi molecolari permettesbesportazione di Sec22b
dal RE, hanno rivelato che il dominio longinico3kc22b deve interagire con il
suo SNAREmMotif e formare una conformazione “chiusa” che possaictesagire
con una superficie formata dal subcomplesso Sed28@esto risultato dimostra
che il “segnale di trasporto” di Sec22 & un epiteapaformazionale (Mancias &
Goldberg, 2007).
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—  Ykt6.

Questa famiglia proteica ha la caratteristica @ogle di non avere un
dominio trasmembrana, ma di essere legata alla mrabtramite un’ancora
lipidica. Quando in lievito é stata identificata g@ima Ykt6 (chiamata anche
Ykt6p) come componente nghfficking tra il RE ed il Golgi, si € capito che il
box C-terminale CAAX (urmotif consenso per la prenilazione) poteva venire
unito con un lipide (Sggaardt al.,, 1994). Questa proteina, oltre ad essere
essenziale in lievito nel trasporto tra RE e G@lgcNew et al., 1997), e stata
successivamente identificata nei complessi SNARE Glelgi in mammiferi
(Zzhang & Hong, 2001; Xwet al., 2002), come importante componente della
fusione omotipica nel vacuolo di lievito (Ungermaginal, 1999; Kweoret al.,
2003) ed in due tappe distinte del trasporto vérgacuolo (Dilcheret al, 2001).
Inoltre é stata determinata la sua funzione nekt@olginetworkin Arabidopsis
(Chenet al., 2005). La localizzazione in membrana di Ykt6p seegiale per la
sua funzione ed € mediata da isoprenilazione aaalell’estrema regione
carbossi-terminale; ci0 nonostante la sostituziatedla coda lipidica con
un’ancora transmembrana non sembra provocare alli@@zione funzionale
(McNew et al, 1997). L'associazione di Ykt6 a membrane di wellnon
neuronali (come le HelLa) avviene attraverso fataesine e palmitoilazione
(Fukasaweet al.,2004). Ykt6 € in grado di mediare la palmitoilagosia di altre
proteine (Dietrichet al., 2004), sia di se stessa: questa capacita autdicatali
sembra associata al dominio N-terminale (Veit, 200tamite NMR é& stato
determinato che tale dominio in Ykt6 di lievito pesle la stessa struttura del
dominio N-terminale di Sec22b di topo (Tock&bal., 2001), cioé &€ un dominio
longinico (Filippiniet al.,2001). Il LD mostra in superficie un motivo idrbioo
di quattro fenilalanine, che interagisce con lo A motif, regolandolo
negativamente (Tochiet al.,2001).

Ruoli dei domini longinici.
Il primo ruolo attribuito al dominio longinico (LDe stato proprio la

capacita autoinibitoria: attraverso l'interazionenclo SNARE maotif, il LD di
Ykt6p di lievito influenza la cinetica della formane dei complessi SNARE
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(Tochioet al.,2001). Questa capacita di interazione intramoleeaiaorda quella
del dominio Habc delle sintaxine. Tuttavia, 'LD hache la funzione di mediare
la localizzazione subcellulare: ad esempio, 'LDlel&’kt6 dei mammiferi ha la
capacita di indirizzarle verso compartimenti spec{Hasegawaet al.,2003).

Il LD di Ykt6 non solo controlla la localizzaziorsaibcellulare, ma agisce anche
come chaperone per lo SNARBDtife 'ancora lipidica (Hasegaved al.,2004).
Altra funzione identificata per I'LD di Ykt6 di lidto € il suo intervento nella
palmitoilazione di Vac8 (Dietriclet al.,2004); inoltre contiene un sito di legame
per il palmitoil-CoA e possiede attivita autopaloilica (Veit, 2004).

Per I'LD della VAMP7 umana é stato dimostato unlouduale: ha la capacita di
inibire la formazione dei complessi SNARE e di naedila localizzazione della
VAMP7 nellendosoma tardivo attraverso linterazolon la subunitad del
complesso AP3 nellendosoma precoce (Martinez-Area al., 2003).
L'espressione dellLD di VAMP7 regola la secreziolmosomale delle cellule
epiteliali ed agisce nel sistema endocitico tardn@la migrazione cellulare
(Proux-Gillardeau»et al.,2007). InArabidopsis thalianache possiede piu di 10
geni per le VAMP7, i diversi domini longinici delAMP7 sono essenziali per
permetterne la corretta e diversa localizzaziomeailulare (Uemurat al.,2005).
NellLD di Sec22b sono presenti alcuni aminoacideé sembrano particolarmente
interessanti nell'interazione con il subcompless@c23/24 del COPII,
dimostrando come ci siano ulteriori funzioni dehanio longinico nelkrafficking

vescicolare (Mancias & Goldberg, 2007).

Longin-like.

Esistono delle proteine che non appartengono &l_RRE, sono coinvolte
nel traffico vescicolare e possiedono un dominieré® un ripiegamentmngin-
like che potrebbe svolgere ruoli funzionali tralfficking:

— SEDL (il cui gene e responsabile delBpondyloepiphyseal dysplasia
tarda - SEDT -), un componente del TRAP®afsport protein particlg
coinvolto nel trasporto delle vescicole tra il RE & Golgi, ha una
struttura molto simile al dominio longinico e pdibe interagire con le
proteine SNARE oppure €& stato anche ipotizzato adiisca come un
adattatore per la costituzione del TRAPP (Jetngl.,2002);
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— la subunitac2 e il dominio N-terminale della subunit& del complesso
AP2 (formato da quattro subunita) possiedono undtsta simile al LD;
sembra che il loro ruolo principale sia nello diabare il centro
delllassemblamento dell’adattatore (Colletsal.,2002);

— il dominio N-terminale della subunita di SR gignal recognition particle
recepto) di mammifero ha urold simile al LD ed é stato identificato
come un prototipo per linterazione con piccole @G3R Schlenkeet al.,
2006);

— la proteina MP1rfitogen-activated protein kinase scaffold proeirene
localizzata nellendosoma tardivo attraverso I'mta@one con una proteina
adattatrice chiamata p14. E’ stata risolta la stratdel complesso formato
da queste due proteine e si pensa possa esseite dnisterazione con le
chinasi: entrambe hanno una struttloagin-like (Lunin et al., 2004;
Kurzbaueret al.,2004);

— una struttura simile al dominio longinico é stattedminata anche nelle
famiglie proteiche di ChiPS e DUF254, anch’essenamie nel traffico
vescicolare. (Kinch & Grishin, 2006).

Tutte queste proteine che posseggono una struttungin-like e che sono
coinvolte nella formazione di complessi del tradfigescicolare, permettono di
assegnare al dominio longinico un ruolo nella coresgone del meccanismo tra

gli eucarioti.

18



MATERIALI E METODI

ANALISI BIOINFORMATICHE

— Server principali utilizzati.

N.C.B.l. (http://www.ncbi.nim.nih.gov/). IINational Center for Biothecnology
Informationé una divisione dell&lational Library of Medicine(NLM), presso |l
National Institute of Health (NIH), USA. Fondato nel 1988 per decisione
governativa, ha lo scopo di fornire un supporta alicerca nella biologia
molecolare. Gestiscdatabasepubblici e sviluppasoftwareper l'analisi di dati

genomici.

E.B.l.  (http://www.ebi.ac.uk/). LEuropean Bioinformatic Institute &
un’organizzazione che fa capo Elliropean Molecular Biology Laboratory
(EMBL). Assieme all’NCBI, gestisce i maggiordatabase di sequenze
nucleotidiche e proteiche, e rappresenta il terdgatdi fornire molteplici

programmi per 'analisi delle sequenze.

EXPASY (http://www.expasy.ch/). [Expert Protein AnalysisSystem gestito dal
Swiss Institute of Bioinformatics (SIB), fornisce molteplici programmi per
'analisi di sequenze proteiche.

J.G.I. (http://www.jgi.doe.gov/). 1| DOE (US_&partment_b Energy) Joint
Genomel nstitutee stato creato nel 1997 unendo le risorse e Igpetanze di tre
laboratori nazionali: il Lawrence Berkeley Nationh&boratory (LBNL), il
Lawrence Livermore National Laboratory (LLNL), e libos Alamos National
Laboratory (LANL) gestiti dal’Universita della G#&drnia. La caratteristica
principale & di averdatabaseadi sequenze nucleotidiche e proteiche di organismi
ritenuti importanti dal Dipartimento dellEnergia @on necessariamente

corrispondenti ai “classici” organismi modello.
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— Analisi delle sequenze.

Analisi di similaritd. Le analisi di similarita sono state condotte w#indo
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool; Altschul et al, 1997), un
programma per la ricerca di similarita locale tre $equenza data ed una serie di
sequenze depositate nella banca dati scelta. bechie sono state effettuate nei
database di sequenze del’NCBI, EBI e JGI utilidmanparametri ddefault Nei
casi in cui non si riusciva ad identificare facime gli ortologhi, avendo a
disposizione una sequenza di una specie, si salmoun database di sequenze
derivanti da un singolo organismo evolutivamentecina (seguendo la
classificazione degli eucarioti in sei supergruppdl et al., 2005). Oppure si
modificavano altri parametri di ricerca per riusca recuperare le sequenze di

organismi evolutivamente distanti.

Allinementi. Le sequenze ottenute tramite BLAST sono stateiainente
allineate utilizzando il programma CLUSTAL X (Thosgnet al.,1997) in grado
di elaborare allineamenti multipli di sequenze grateiche che nucleotidiche,
evidenziandone le zone di similarita. Successivaengh allineamenti sono stati

corretti manualmente.

Pattern PROSITE. Per analizzarepatterncreati sulle sequenze e stato utilizzato
il programma ScanProsite, che confrontgpatterninserito dall’operatore con il
database proteico di Swiss-Prot e TrEMBL, dando e@utput le sequenze

contenenti frammenti che soddisfano le carattehstdelpattern

— Analisi filogenetiche.

Per determinare il modello che piu si adatta athsieme di sequenze proteiche e
capirne I'evoluzione, € stato utilizzato il prognaaProt-Test versione 1.4. Dato
un allineamento di proteine, questo programmagraao di calcolare il modello
migliore attraverso due criteri principali: il Al&kaike Information Criterioned

il BIC (Bayesian Information Criterign Viene calcolata sia la probabita di
ciascun modello candidato attraverso diversi pamameia l'importanza di
ciascuno di questi parametri; vengono inserite arlehcorrezioni per il tasso di

variazione o di invariabilita di alcuni siti (Abdcet al.,2005).
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Gli alberi filogenetici sono stati costruiti utiszando 3 diversi programmi:

— MrBayes versione 3.1.2 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003) aealisi
Bayesiane: permette di determinare la migliore kagia dell'albero ed i
valori di probabilita posteriore (PP) per i nodiraverso 1000000 di
generazioni MCMC Narkov Chain Monte Carlp Un metodo rapido per
determinare quando bloccare I'analisi € rimuoveardicamente gli alberi
generati prima degblateaudella probabilitd dei dati: questo rappresenta il
valoreburn-in;

— PhyML versione 2.4.4 (Guindon & Gascuel, 2003RaxML versione
2.2.3 (Stamatakis, 2006): sono due programmi chemeono la
costruzione di alberi filogenetici e danno valori daximume-likelihood
(ML) bootstrap Il likelihood & la probabilita di osservare i dati nel caso
l'ipotesi sia corretta, e il sistema statistico ML sceglie l'ipotesi che
rende i dati piu plausibili e valuta la probabilithe i dati di sequenza
siano stati prodotti da un dato modello evolutivalaea un dato percorso
flogenetico. La stima statististica dell'affidaital dei vari raggruppamenti
avviene attraverso sottocampionamenti casuali aeilabotstrap.

Per poter visualizzare graficamente gli alberi gdoetici si e utilizzato il

programmalreeView (Page, 1996).

— Homology modeling.

La creazione di modelli 3D dei domini N-terminali alcune longine sono stati
effettuati utilizzando due programmi: Geno3D (Hitpeno3d-pbil.ibcp.fr; Combet
et al., 2001) e Phyre (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyBennett-Lovsesgt al.,

2008) che funzionano comeveb server automatici per generare modelli
molecolari di proteine. Fornendo la sequenza daeftingare, questi programmi
cercano, attraverso analisi di similarita (PSI-BOASuna proteina (0 una sua
porzione) con struttura depositata che agiscerdaléto per la riproduzione della
struttura della sequenza in esame. | programmiag@gtmo le restrizioni
geometriche attraverso la corrispondenza degli eti@mi templato e la sequenza,
e la ricostruzione 3D della proteina avviene usafidpproccio di distanza
geometrica. | modelli possono essere visualizzati d programma PyMol

(http://www.pymol.org; De Lano, 2002): con essopsio non solo effettuare

21



I'editing della struttura, ma anche visualizzare la sovrajzmme del templato
con il modello generato, in modo da avere la dairettrrispondenza dei singoli

aminoacidi.

BIOLOGIA MOLECOLARE

Mutagenesi sito diretta.

Si é sequito il protocollo didverlap extension mutagenégisliguchi et al., 1988;
Ho et al., 1989), nel quale per generare la mut&zieono necessari 4
oligonucleotidi primer) utilizzati in tre reazioni di PCR. Per garantgebilita
durante l'appaiamento con lo stampo, gli oligonatith sono lunghi almeno 21
paia di basi (bp) e, quando possibile, recano Gal & e hanno percentuale di
GC piu vicina possibile al 50%; compatibilmente ¢gnadi di liberta disponibili,
presentano la tripletta codificante I'aminoacido slastituire al centro della
sequenza.

La prima amplificazione € mediata da pmmer forward senza mutazione al 5’
della sequenza da modificare, ed pmmer reverseche contiene la mutazione.
Nella seconda reazione primer forward contiene la mutazione ed grimer
reversee al 3’ della sequenza da modificare. | duemer con la mutazione
devono essere sovrapposti e complementari per aliénbp. In tal modo gli
amplificati delle due prime reazioni di PCR, essesdvrapposti nella regione
mutagenizzata, in una terza reazione di PCR goimier 5’ e 3’ saranno in grado
di formare eteroduplex che, per estensione, corptela mutagenesi.

Dopo le reazioni di PCR si verifica la presenzdedeande delle dimensioni attese
e si esclude la presenza di eventuale aspecifiaiamie elettroforesi in gel di

agarosio (1.5%).

Sequenze degli oligonucleotidi sintetici per la PCIgorimer).

Siriportano 6 gruppi di sequenzepdimer utilizzati in esperimenti diversi:
— oligonucleotidi esterni con le “code” utilizzatiasnella mutagenesi-sito
diretta, sia per 'amplificazione della sequenziena di Ykt6 di lievito e

successivo clonaggio nei vettori per i saggi diglopbrido:
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YKT6_Sc_W1_EcoRlI 5-GCGAATTCATGAGAATCTACTACATCGGTS
YKT6_Sc_C1_Xhol 5-GATCTCGAGCTACATGATGATGCAACAC-3

— oligonucleotidi utilizzati per la mutagenesi sitaretta del residuo di

arginina 50 in alanina, in glutammina e acido glutaco:

YKT6_Sc_W_R50A 5-GAAACGGTCGCTTCTGCAACTGGTGCAGGAC-
YKT6_Sc_C_R50A 5-GTCCTGCACCAGTTGCAGAAGCGACCGTTIC-
YKT6_Sc_W_R500Q 5-GAAACGGTCGCTTCTCAAACTGGTGCAGGAC-
YKT6_Sc_C_R50Q 5-GTCCTGCACCAGTTTGAGAAGCGACCGTTIC-
YKT6_Sc_W_R50E 5-GAAACGGTCGCTTCTGAAACTGGTGCAGGAC-
YKT6_Sc_C_R50E 5-GTCCTGCACCAGTTTCAGAAGCGACCGTTBC-

— oligonucleotidi utilizzati per creare la porzioneld.D o dello SNARE

motif di Ykt6 di lievito 0 umana da clonare nei vettper | saggi di doppio

ibrido:
YKT6_Sc_C2_Xhol 5-GATCTCGAGCTAATCTTGATATTTGCTAATG-3’
YKT6_Sc_W2_EcoRI 5-GCGAATTCTCACAGGCTGACGCTATC-3

— oligonucleotidi esterni con le “code” utilizzatiasnella mutagenesi-sito
diretta sia per 'amplificazione della sequenzanatdi VAMP7 umana e

successivo clonaggio nei vettori per i saggi diglopbrido:

PHA10-W1_EcoRI 5-GCGAATTCCTTTTTGCTGTTGTTGCCA-3
New_PHA10-C1_BamHI 5-GCGGATCCTCACAGGTTCTTCATACAGCAT

— oligonucleotidi utilizzati per la mutagenesi sitvetta dei residui leucina

33 e lisina 35 in glutammina e alanina:

VAMP7_Hs_W_L33Q 5-GTGACAGAGCAGATTCAGGCTAAGATACUG-3’
VAMP7_Hs_C_L33Q 5-CAGAAGGTATCTTAGCCTGAATCTGCTCTEALC-3
VAMP7_Hs_W_L33A 5-GTGACAGAGCAGATTGCTGCTAAGATACCTG-3
VAMP7_Hs_C_L33A 5-CAGAAGGTATCTTAGCAGCAATCTGCTCTEAC-3’
VAMP7_Hs_W_K35Q 5-GAGCAGATTCTGGCTCAGATACCTTCTGHRRMAC-3’
VAMP7_Hs_C_K35Q 5-GTTATTTTCAGAAGGTATCTGAGCCAGAABLTC-3
VAMP7_Hs_W_KS35A 5-GAGCAGATTCTGGCTGCTATACCTTCTGARAAC-3’
VAMP7_Hs_C_K35A 5-GTTATTTTCAGAAGGTATAGCAGCCAGAATELCTC-3

— oligonucleotidi utilizzati per creare la porzioneld.D o dello SNARE

motif di VAMP7 umana da clonare nei vettori per i sagjgioppio ibrido:

PHA10-W3_EcoRlI 5-GGGAATTCCATCACTCTGAGAATAAGG-3
New_PHA10-C2_BamHI 5-GCGGATCCTCACTTATTCTCAGAGTGAFG

Reazione a catena della polimerasi (PCR).
Si conduce ciascuna reazione in @) utilizzando: 1-50 ng del DNA da
amplificare, proveniente da precedenti clonaggetaffti nel nostro laboratorio;

0.25uM di primer forwarde reverse 200uM di ciascun dNTP; 1.5 mM Mggl
3.5 unitd di Taq polimerasi ExpdidHigh Fidelity (Roche Diagnostics) nel
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tampone 10x dedicato. Le reazioni di PCR sono ctb@da un termociclatore
Gene Amp PCR System 9700 (Perkin-Elmer). Per crescoppia dprimer con
“code” é stata allestita una reazione di PCR iniqrimi cicli di amplificazione
del templato sono stati condotti ad una temperapuossima a quella degli
oligonucleotidi sprovvisti delle “code”.

Elettroforesi in gel di agarosio.

La presenza e la corretta lunghezza dei prodotingilificazione € verificata
mediante separazione elettroforetica su gel di csyar (ultraPURE agarose
electrophoresis grade, Gibco-BRL) ad una conceiotnazdi 1% (p/v). L’agarosio
in polvere viene sciolto nel tampone TAE (40 mMsfAcetato, 1ImM BTA), in
presenza di 0.2hg/ml di bromuro di etidio, un agente in grado dencalarsi
nella molecola di DNA ed emettere fluorescenzairrseliato con luce UV. Ai
campioni da analizzare viene aggiunto un tampormamcamentol¢ading buffer
1X: 0,1% SDS, 5% glicerolo e 0,005% di blu di brdemmlo). Insieme ai
campioni da analizzare viene caricato un marcatopeso molecolare opportuno.
Il gel viene successivamente immerso in un tampdineorsa (TAE 1X) e
sottoposto ad un campo elettrico di 50-100 V per tempo variabile. Le
concentrazioni di DNA sono determinate per analsnsitometrica tramite il
sistema di analisi digitale delle immagini ChemieD(BioRad) ed ilsoftware
dedicato Quantity One (BioRad).

Plasmidi.

TopoTA (Invitrogen). Il vettore (pCB2.1-TOP@, 3.9 Kb) & fornito linearizzato,
con singole timidine (T) 3-sporgenti a cui € cam@kemente legata la
topoisomerasi | dVacciniavirus. Consente di clonare in un passaggio prodotti di
PCR. Possiede geni per la resistenza alla kanaamedrall’ampicillina, e l'origine
di replicazione pUC per il mantenimento e la pr@gmane in batteri. 1l sito di
policlonaggio € inserito tra il promotordaP ed il gendacZ«, per consentire la
selezione delle colonie positive mediante saggilorouetrico su piastra, ed é
flancheggiato dalle sequenZerward e reverse di priming per M13. Il Kkit,
utilizzato seguendone le relative istruzioni, cemé anche tutti i reagenti
necessari per il clonaggio (tamponi, dNT@Btmer forward e reverse M13,

templato eprimerdi controllo).
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pEG202 (fornito gentiimente dal Dr D.K. Banfield, Hong KgrUniversity). E’
un vettore di circa 10,2 Kb utilizzato per saggidtippio ibrido; permette la
produzione di proteine di fusione formate dal BDladeroteina LexA diE. coli
(residui 1-102) e dalla sequenza di interesseritasael sito di policlonaggio
(MCS) a valle di LexA.La proteina di fusione viene espressa in lievitticsd
controllo del promotore troncato del gedBH1 di S. cerevisiagla trascrizione si
ferma a livello del terminatore del geA®H1 e la proteina tradotta e indirizzata
al nucleo dalle sequenze NLSuclear Localization Signaldi LexA. Il vettore
possiede le origini di replicazione pBR g Rer la replicazione rispettivamente in
batteri e in lievito; per la selezione di trasformaporta il gene bla per la
resistenza all'ampicillina ii. coli, ed il marcatoréllIS3 per la sintesi dell'istidina
in lievito (Figura 5).

pJG4-5 (Invitrogen). E’ un vettore di 6.5 Kb che esprinteteine fuse all’AD di
B42; il MCS comprende solo i siti di restrizioner ficoRI e Xhol. L’'espressione
della proteina € sotto il controllo del promotorésL1 e la trascrizione si ferma
a livello del terminatore di GAL1. La proteina edirizzata al nucleo dalle
sequenze NLS a monte dellAD . Sireplica in bagdreviti utilizzando le origini
di replicazione pUC e |2 rispettivamente. Possiede il gene per la resiatenz
allampicillina per la selezione in batteri e il satore nutrizional@RP1per la
selezione in lievito (Figura 6).

pSH18-34 (Invitrogen). E’ un plasmideeporter di circa 10.5 kb, contenente la
sequenza del geneporter LacZ. La sua espressione € controllata dal proraoto
di GAL1 e dalloperatore di lexA, presente in 8 ®opSi replica InE. coli
sfruttando l'origine di replicazione Col E1 derimata pBR322, e in lievito
tramite l'origine 2. Possiede il gene per la resistenza allampiaillper la
selezione in batteri e il marcatore nutrizionaleA3Roper la selezione in lievito
(Figura 7).
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Ceppo batterico e terreni di coltura.

Per tutti i clonaggi é stato utilizzato il ceppoEdicoli DH10B avente genotipoF
mrcA A(mrr-hsdRMS-mrcBC)®80 lacZAM15 AlacX74 deoR recAl endAl
araAl39 A(ara,leu)7697 galU gakK rspL (StrR) nupG. Le cellule sono state
coltivate in terreno liquido sterile LB (Luria-Barti, contenente 10g/L di peptone,
5g/L di estratto di lievito, 10g/L di NaCl) o inrteno solido addizionato con agar
1% (SIGMA). Questi terreni sono stati addizionaincl00 pg/ml di ampicillina
per la selezione delle colonie contenenti i plasraiee conferiscono resistenza

all’antibiotico stesso.

Ceppo di lievito e terreni di coltura.

Per le trasformazioni di lievito & stato utilizzaloceppo di Saccharomyces
cerevisiaeEGY48 avente genotipfMATa, ura3, his3, trpllexApxsyLEU2 €
dotato del gene reportetEU2, la cui espressione €& sotto il controllo
delloperatore di LexA e del promotore minimoldtU2 Consente la selezione e
il mantenimento di plasmidi in grado di sintetizzarracile, istidina e triptofano,
per i quali & auxotrofo.

Terreni selettivi. Dal terreno sintetico minimo (SD, costituito da 1,7 ¢fkast
Nitrogen Base (Invitrogen), 5 g/L ammonio solfat@gri aminoacidi aventi
concentrazioni comprese tra 20 e 200 mg/L, agar(8¥MA) per il terreno

solido), sono stati ottenuti i terreni selettiviyordi uracile, istidina e triptofano
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per la selezione e il mantenimento dei lieviti foasati; € stato utilizzato un

terreno privo anche di leucina per lo studio detérazione delle proteine clonate.

Clonaggio mediante kit TOPO TA Clonind®.

Dopo la PCR cormaq polimerasi proofreading, 'amplificato & clonato con il
kit TOPO TA Clonin§ seguendo le istruzioni della ditta: si addiziohprodotto
di PCR con 1 unita diaqg polimerasi non proofreading al fine di aggiungere le
A sporgenti al 3' necessarie per il Téloning lo si incuba a 72°C per 10’;
successivamente si prelevanqal4li miscela e si aggiungonoyd di Salt Solution
ed 1ul di vettore pCR2.1-TOP@, incubando a 22-23° C per 5'.14 di questo
prodotto sono sufficienti per trasformare 1400di cellule batteriche competenti
DH10B. Queste ultime sono seminate su piastre @ddie con kanamicina e
superficie precedentemente trattata con 40di X-gal (40 mg/ml) per la
rilevazione colorimetrica. | cloni positivi appamrbianchi poiché nei vettori
pCR®2.1-TOPQ linserto & clonato nel sito di policlonaggio peomotore Rac e
genelacZe.

Estrazione e purificazione del DNA plasmidico da dieile batteriche.

Il DNA plasmidico su piccola scala (miniprep; Sapiik & Russell, 2001a) e
ottenuto seguendo il metodo della lisi alcalina prevede due fasi:

estrazione del DNA plasmidicpartendo dalla coltura saturakli coli in terreno

liquido selettivo, i batteri sono raccolti per agfogazione e risospesi in 100
pl/campione di soluzione A (50 mM glucosio, 25 mMsICI pH 8.0, 10 mM
EDTA pH 8.0) contenente 1 mg/ml lisozima e 0.5mgRMNasi A (QIAGEN).
Dopo 5 a temperatura ambiente si aggiungono 20disoluzione B (0.2 M
NaOH, 1% SDS) e, dopo altri 5’ di incubazione, 18ai soluzione C (3 M K-
acetato, 11.5% acido acetico); il tutto & postagliaccio per 5’. Si eliminano i
detriti cellulari per doppia centrifugazione (microfugeda banco, alla massima
velocita) e si conserva il surnatante;

purificazione del DNA plasmidicaal surnatante, che contiene il DNA plasmidico,

€ aggiunto 1 volume di isopropanolo per 5’ a T° emte. Poi si centrifuga per
15’ alla massima velocita e il precipitato di DNAa¥ato in 500 pl di etanolo al
70% (v/v). Dopo aver eliminato il surnatante, lied#o residuo viene fatto
evaporare ed infine pelletdi DNA plasmidico viene risospeso in®l sterile o in
TE pH 8.0 (10 mM Tris-Cl pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0).
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Taglio del DNA con enzimi di restrizione.

Le reazioni di restrizione degli amplificati sonseguite con gli enzimi opportuni
(Promega o Takara) in base alle sequenze di ricimesto presenti nelle “code”
degli amplificati. Gli stessi enzimi sono usati ha@er linearizzare i plasmidi da
utilizzare per i successivi clonaggi. Ogni reaziaieestrizione viene condotta in
un tampone adeguato, impiegando per ciascun erizinmita peng di DNA. Le
reazioni sono condotte per circa 1 ora alla tempeaaottimale per gli enzimi

usati.

Purificazione dei frammenti di DNA dopo PCR o dopaestrizione.

| frammenti di DNA (amplificati ottenuti via PCR @lasmidi linearizzati)
vengono separati per elettroforesi su gel di agaraio 0.8% (p/v) e, dopo
verifica dei pesi molecolari per comparazione comarcatori, le bande sono
escisse dal gel. Il DNA e recuperato con il kit efitrazione QIAquick Gel
Extraction Kit (QIAGEN), seguendone il protocolldec prevede: aggiunta di
tamponi per legare il DNA alla colonna contenent@ membrana di gel-silice,
lavaggio del DNA ed eluizione dello stesso con tampdedicati. | tamponi
provvedono a mantenere un’adeguata concentraziosalice un opportuno pH
per rendere ottimale prima l'adsorbimento del DNR anembrana e poi il suo
recupero. | frammenti di DNA ottenuti dopo reswoizé enzimatica di prodotti di
PCR vengono purificati direttamente, senza pasesaggi gel di agarosio,
utilizzando il QIAquick PCR Purification Kit (QIAGHE). Entrambi i kit
permettono la purificazione di DNA da circa 100ebp0 Kb.

Ligazione.

Le quantita di DNA plasmidico e di inserto necesarer la ligazione sono
calcolate tenendo conto delle dimensioni relatigedidie frammenti; in tutti i casi
il rapporto molare utilizzato e stato di 1:6 (pladeninserto). La ligazione e stata
effettuata con 1 unita di T4 DNA ligasi -USB- (dilu nell’apposito tampone: 20
mM Tris-HCI, pH7.6, 1mM EDTA, 5mM DTT, 60mM KCI, 36 glicerolo), nel
tampone di ligazione (10X= 660 mM Tris-HCI, pH 7686 mM MgCs, 100 mM
DTT, 660 uM ATP) in un volume finale di 3Qul in milliQ. La reazione é

proseguita per 16 ore a 16°C.
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Induzione della competenza e trasformazione delleettule batteriche.

Per linduzione della competenza nelle cellule dxthe si e utilizzato il
protocollo che si basa su CaCbme fattore di induzione (Sambrook & Russell,
2001b). La trasformazione é stata ottenuta conetooio dello shock termico
(Sambrook & Russell, 2001b). A 50 di cellule competenti & stato aggiunto il
prodotto della ligazione; la miscela é stata laac&0’ in ghiaccio e 90” a 42°C,
per produrre dei pori nella parete batterica. Btastpoi aggiunto il terreno LB
(900 ul), e la miscela é stata incubata a 37°C per 1lafie i batteri sono stati
piastrati su terreno LB-ampicillina (utilizzanddl@/della coltura per una piastra e
1 9/10 per una seconda, dopo aver concentratdlidecper centrifugazione).

Sequenziamento del DNA.

Tutti i prodotti di PCR e i plasmidi con insertaestuti dopo ligazione vengono
sequenziati per accertare lassenza di mutaziomtifoumi o [lavvenuta
mutagenesi. Per il sequenziamento ci si affidaemjuBncing Core presso BMR
Genomics s.r.l. (Padova).

Conservazione dei cloni batterici a — 80°C.

| batteri trasformati con il prodotto di una spesfligazione o con un plasmide
vuoto possono essere conservati a —80°C. Si partendpreinoculo di batteri

trasformati in 1.8 ml di terreno liquido selettigterile fatto crescere a 37°C per
tutta la notte a 180 rpm. Si precipitano i battermicrocentrifuga alla massima
velocita per 5’; dopo aver eliminato il surnatanteprecipitato batterico viene

risospeso in 1 ml di LB/antibiotico addizionato c@d% glicerolo e sterilizzato

per filtrazione, e si conserva a —80°C.

Trasformazione delle cellule di lievito.

Il primo passaggio per la trasformazione del lie\dt la preparazione del DNA
carrier (2 mg/ml di DNA di sperma di salmone, SIGMATE (10 mM Tris HCI,

1 mM EDTA pH 8) (Schiestl e Gietz, 1989), la cubtjta viene saggiata con una
corsa in gel di agarosio 1%. Prima delluso vierenaturato con 3 cicli di

bollitura per 5’ seguiti da raffreddamento in gluiac Le cellule da trasformare
vengono preinoculate nel terreno opportuno e fatscere tutta la notte a 30°C.

Prima della trasformazione, € necessario diluiggeinoculo fino ad un valore di
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assorbanza O.Ro= 0,4. Per la trasformazione e stato seguito ilocetdel
PEG/litio acetato (LiAc) (Agatept al, 1998). Il lievito viene fatto crescere fino a
raggiungere un O.D.600 = 0,8 in agitazione a 3@i@relevano 2,5 ml di coltura
e si raccolgono le cellule tramite centrifugazighiea 1000g). Si lava con 500
di TE pH 7,5 e la risospende in 50 di 100 mM LiAc 1X, pH 7,5. Per ogni
trasformazione sono posti in una provetta:

= 25ul di DNA carrier 2mg/ml;

» 500 ng di plasmide in 2fl di TE pH 7,5;

= 50 ul dicellule di lievito in 100 mM LIAc;

» 262,5ul PEG 50%:

= 50pl 1M DTT;

= 45pl LiAc 1M, pH 7,5;

= 42,5ul TE 10x, pH 7,5.
La provetta viene incubata per 5’ in agitazione 82 e sottoposta a shock
termico (42°C per 30°). Le cellule vengono poi ppéate, risospese
nellappropriato mezzo selettivo e piastrate su zoegelettivo agarizzato. Le
piastre vengono incubate a 30°C per la crescita delonie.
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SCOPO della TESI

L’attivita di ricerca riportata in questa tesi énelata ad un progetto
finanziato dalla Fondazione CA.RI.PA.RO. che prevetd studio della
modulazione funzionale e delle interazioni dei dumonginici di VAMP7 e
Ykt6. Queste due proteine appartengono alla famdgile SNARE, i cui membri
sono fondamentali per il traffico subcellulare meglicarioti. Possiedono uno
SNARE motif coinvolto nella formazione del complesso di fusioohe permette
'ancoraggio della membrana della vescicola conmambranatarget Una
regolazione di questo meccanismo € stata iniziginemiconosciuta
nell'interazione dello SNAREmotif con il dominio N-terminale Habc delle
sintaxine. Successivamente, mentre il nostro gruppoostrava che nelle
sottofamiglie VAMP7, Sec22b e Ykt6 era presenteest@nsione N-terminale che
sembrava conservata negli eucarioti e definiva ipetn nuovo dominio (il
dominio longinico LD), il gruppo di D.K. Banfieldinizialmente indipendente)
rivelava la struttura del dominio N-terminale dit8kdi lievito e ne dimostrava
l'interazione intramolecolare con lo SNARMotif. Queste prime informazioni
hanno fatto si che lattivita del nostro gruppo towmsse con: identificazione
della presenza del LD in proteine negli eucariatgratterizzazione delle
interazioni tra i LD e gli altri domini; studio dalregolazione genica e post-
trascrizionale; studio del coinvolgimentiel LD nel normale sviluppo celebrale
ed in patologie neurologiche e neurodegeneratineh@ in collaborazione con
altri gruppi).

Gli scopi di questa tesi sono: dare un contriblitmentificazione della presenza
del LD nelle proteine eucariotiche e alla comprensidella distribuzione delle
famiglie longiniche, attraverso unecreening bioinformatico di proteomi e
genomi; creare degli alberi filogenetici per chiarievoluzione delle longine sia
tra le diverse famiglie che all'interno di ogni feyim; ottenere suggerimenti
funzionali attraverso la creazione di modelli 3Dl d® a partire da quelli

depositati, osservando conservazione o divergeirg@edifiche regioni; verificare
se il meccanismo di interazione intramolecolareYki6 risulta essere specie-
specifico e se esso presenta delle variazioni raltiglia delle VAMP7. In

particolare, la comparazione tra VAMP7 e Ykt6 petméi capire se il LD di due
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longine diverse, che dovrebbero presentare deiamgsioi base conservati dovuti
proprio alla presenza del dominio longinico, puderavdei ruoli non solo

famiglia-specifici, ma anche proteina-specifici .
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RISULTATI E DISCUSSIONE

Distribuzione delle longine negli eucarioti.

Lo studio di proteine coinvolte nel trasporto vestare effettuato
comprendendo anche organismi diversi dagli organswdello, permette di
identificarne la conservazione, presumibilmentecessle, per iltrafficking di
membrana, cosi come evidenziarne la diversita striduzione tra gli eucarioti.
Secondo la nuova classificazione gli eucarioti possessere suddivisi in sei
supergruppi  (Chromalveolata, Archeaplastida, Of@ita, Excavata,
Amoebozoa e Rhizaria; Adit al., 2005) e, finora, studi sui sistemi di trasporto
intracellulare sono stati condotti prevalentemesut&. cerevisiaeed altri metazoi
appartenenti agli Opistokonta. Non ci sono quindolten informazioni sul
meccanismo di trasporto negli altri supergruppiuadorimo passo verso la loro
comprensione € la ricerca, estesa a rappreserdantsei supergruppi, della
distribuzione delle proteine coinvolte. In partea, questa tesi ha tra gli scopi la
comprensione di presenza e distribuzione delle gienionginiche VAMP7 e
Ykt6 (appartenenti alle R-SNARE): tramite l'utilzzdi sequenze sorgenti, con
BLAST si sono analizzatlatabasedi sequenze genomiche, proteiche e di EST di
organismi appartenenti a tutti i supergruppi péividuare sequenze omologhe.
Sono stati utilizzati idatabasepresenti presso NCBI, EBI e JGI, seguendo la
metodica di ricerca di similarita delle sequenperiata nella sezione “Materiali e
Metodi”. Per aumentare la rappresentanza deglinisga, si sono utilizzati anche
databasedi EST, che hanno permesso di includere organmanii quali il dato
genomico € non depositato o parziale.

Il datasetiniziale cosi ottenuto ha permesso di identificpite di 200 sequenze
omologhe in cinque supergruppi: I'analisi non hampeoeso i Rhizaria a causa
dell'esigua disponibilita di genomi sequenziatifalti, non esiste attualmente
nessun rappresentante di questo supergruppo aviemgfenoma interamente
sequenziato.

Sono state incluse nella ricerca anche le sequesiie famiglie longiniche delle
Sec22b, delle Nyvl e delle brevine per verificamedistribuzione di tutte le
famiglie longiniche e confrontarla anche con qud##le brevine.
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Come riportato in Figura 8, tutte e tre le famigbaginiche principali (Ykt6,
Sec22b e VAMP7) sono presenti nei 5 supergruppiamofici ma con
distribuzioni diverse. Ykt6 & presente in tutti gliganismi considerati, e sembra
essere quindi la longina “essenziale”; inoltrealouni organismi sono presenti 2
geni. Sec22b, sebbene presente in tutti i supepgrppo avere una distribuzione
particolare: presenza di piu di 2 geni in alcunjaismi 0 assenza come ad
esempio in alcuni funghi. VAMP7 é presente in tutsupergruppi, ma ha una
distribuzione piu variabile: ci puo essere un sgdme, come nei metazoi, fino a
pit di 10 geni in alcune piante superiori comethaliana In S. cerevisiaeg
sostituita da Nyvlp, che é presente solo nei saoueeti, e il cui LD é
strutturalmente riconoscibile, ma possiede una exerpi molto degenerata (Wen
et al, 2006).

La presenza delle brevine, riscontrata solo neesgrpppi degli Opistokonta e
Amoebozoa, rende questa famiglia non conservat& ¢erongine.

Considerando i risultati ottenuti, emerge che feggloe costituiscono una famiglia
proteica evolutivamente conservata in tutti glianati, rendendo ipotizzabile un

loro ruolo essenziale nel trasporto vescicolare.

Rhizaria
(radiolarians, cercozoans, foraminiferans)
(Cercozoa, Gromia)

(diatoms,
(Plasn

Excavata -
(oxy Amocbozoa .
{(slime molds, agent causing amoebic dysentary)
Dictyostelis rebal

Ykt 6 | Sec22b | VAMP? OSSERVAZI ONI
1-2 1-2 0-2 Presenza di Nyvl in
Saccaroni ceti

AMOEBOZCA 1-2 0-1 2 Assenza di Sec22b
in al cuni funghi
1-2 1-3 1-11 Massi ma

anpl i ficazione di
VAMP7 nell e piante

EXCAVATA 1 1-2 1-8
1-2 1 1-5
Figura 8: nel diagramma superiore é riportata la classificam degli eucarioti
in 6 supergruppi (da Dacks, in “SNARES” in presh;distribuzione numerica
delle longine nei cinque supergruppi consideratagpresentati in tabella.
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Identificazione di una nuova famiglia proteicalongin-like: le Fitolongine.

Nella ricerca di rappresentanti delle famiglie lonche ci siamo imbattuti
in alcune sequenze il cui dominio N-terminale pnégea un’identita proteica
media del 50% con il LD (da analisi di Blastp), n@n sembravano possedere lo
SNARE motif. Inizialmente, si pensava derivassero da predizibrsequenze
proteiche errate, ma questa ipotesi € stata switentita dalla loro presenza
anche indatabasedi sequenze espresse. Abbiamo percio ritenuto typpmr
verificare la distribuzione di queste proteine negicarioti: la loro presenza é
specifica delle piante, ed inoltre, analizzandoipidettaglio il supergruppo delle
Archaeplastida (che comprende alghe e piante tgjres € scoperto che esse
sono presenti solo in Embryophyta, a partirdPtigscomitrella patenémuschio)
fino alle piante superiori. In queste ultime, coat esempio irA. thaliang ci
sono 4 geni che codificano per queste proteine.

Per ottenere indicazioni sulla struttura del lommthio N-terminale, abbiamo
provato ad utilizzare dei programmi ldomology modelingma inizialmente non
siamo stati in grado di avere nessun templato. utilmodelli di LD depositati
appartenevano ad una Ykt6 di lievito ed una Sead2impo (Gonzale=zt al.,
2001; Tochicet al.,2001), sui quali non era possibile modellizzardend AMP7
né le Nyvl. Recentemente sono state depositatieuktuse di quest’ultime, ed e
stato possibile ottenere il modello del dominio édrtinale di questa nuova
famiglia, usando come templato la struttura del diDvAMP7 umana e come
sequenza da modellizzare la Q9SN26 Adi thaliana Il modello ottenuto é
costituito da cinque foglietfy antiparalleli racchiusi da un lato da umeelica e
dall'altro da duex eliche: esso quindi rappresenta il dominio longpniFigura 9).
Aver ottenuto il modello a partire da una VAMP7 gagsce la possibilita che
guesta famiglia proteica sia piu correlata alle VIRMrispetto alle altre longine.
L’informazione sulla presenza di questa famiglidospelle piante, unita alla
definizione del loro dominio N-terminale come domifonginico, ci ha permesso

di definire queste proteine col termine Fitolongine
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Figura 9: la struttura in blu rappresenta il LD di VAMP7 usatome templato
per ottenere il modello (in verde) del dominio Mataale della Fitolongina di

Arabidopsis (humero di accesso Q9SN26). L'immaginkeasso rappresenta la
sovraimposizione tra i due modelli ottenuta traiyMOL.

La differenza principale tra le Fitolongine e leéralfamiglie longiniche risiede
nella mancanza dello SNARMotif, esse possiedono invece una regione centrale
di lunghezza variabile da 60 a 100 aminoacidi ccardtteristiche” conservate,
guali la presenza di regioni a bassa complessitiheiin aminoacidi carichi. Per
guesta regione si &€ cercato di capire se corriggseda qualche altro dominio
conosciuto. Nonostante nella ricerca siano statdifieati molti parametri
rendendola meno stringente e andando a reiterar@nddisi in databasedi
sequenze di piante e poi di altri eucarioti, homostati identificati domini
omologhi, pur avendo analizzato anche gli UTR eirglioni. Inoltre sono state
estese le ricerche anche verso i procarioti ma sio ottenuta nessuna
informazione che permettesse di capire la derivezdi questa regione centrale.
Per guanto riguarda la regione C-terminale, € emet®e essa € altamente
conservata in tutte le Fitolongine, € molto sina@leC-terminale delle VAMP7 e
da analisi di predizione topologica, utilizzandoogmammi quali HMMTOP
(Tusnady & Simon, 2001), sembra comprendere unmiortiasmembrana.

37



by

L'architettura delle Fitolongine €& quindi descrilb come una regione N-
terminale che possiede un LD (simile a quello d&lEeMP7), seguita da una
regione centrale variabile e da un putativo dominamsmembrana C-terminale:
rappresenta percio un prototipo di longina non-SEARigura 10) (Vedovatet

al., in preparazione).

34 aa

LD Reqgi one vari abil e
( C-ter

Arabidopsis QosN26  WRR L\ Q
Arabidopsis Q84wFs  WRRQVK]
Populus phytolongin A WWR QVR
Populus phytolonginC - WWR Q VR |
Populus phytolongin D WK K HV Wi
Populus phytolongin B WK K H VW
Physcomitrella  phytolongin C  WWIK NV K
Physcomitrella  phytolongin B WWK N\ K
Physcomitrella  phytolongin A WWR N\ K:
Arabidopsis QISTP2 WK KHVW!
Arabidopsis Q84vZ3  WR KHVW.
Oryza Q6zC59 WWVRHVK]
Oryza Q8LR14  WWRYS K
Oryza Qs5NBss WRR KLW

Figura 10: rappresentazione schematica del prototipo di untoléngina. E’
riportato I'allineamento della porzione C-terminate alcune Fitolongine dove in
grigio e evidenziata la putativa regione transmeama. Solo per le sequenze
depositate € riportato il relativo numero di acomss

Analisi filogenetica delle famiglie longiniche.

Avendo a disposizione un ampsetdi sequenze provenienti da organismi
diversi, estratte per le analisi descritte nei pdenti paragrafi, si € pensato di
utilizzarlo anche per comprendere l'organizzaziaiedle longine dal punto di
vista evolutivo.

Per acquisire competenza nella creazione di altiegenetici e realizzare le
analisi in collaborazione con un ricercatore indsa¢o al sistema dprotein
trafficking, mi sono recato a Cambridge (UK) presso il lalmratdel Dr. Joel B.
Dacks (attualmente Research Group Leader al Depattnof Pathology,
University of Cambridge) e, sotto la sua supervisjioho creato alcuni alberi
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filogenetici che o contenevano tutti i rappresetitdalle famiglie longiniche, o
escludevano alcuni gruppi per comprenderne meglispettive relazioni.
Il procedimento per l'analisi filogenetica di segme puo essere suddiviso in
cinque parti principali:

1. selezione delle sequenze;

2. allineamento multiplo;

3. applicazione di un metodo di ricostruzione filogecee

4. visualizzazione dell'albero;

5. validazione della ricostruzione filogenetica.
Le sequenze derivanti dalle ricerche per comprentéepresenza e distribuzione
delle famiglie longiniche rappresentano set di dati ampio, ma che non puo
essere utilizzato nella sua interezza per le anélegenetiche. Infatti, per
minimizzare eventuali errori derivanti da una shilata rappresentativita delle
sequenze, si e cercato di selezionare le sequenggniche provenienti da un
egual numero di rappresentanti di ciascuno deiugrgupergruppi eucariotici. In
alcuni organismi rappresentativi non siamo per@aiti ad ottenere sequenze
appartenenti a tutte le famiglie longiniche. Lasapotrebbe derivare da una reale
assenza di una famiglia longinica, oppure da urées divergenza nella
sequenza difficilmente rilevabile tra organismi lexvamente distanti.
Per la creazione degli alberi filogenetici sonaigtazialmente realizzati degli
allineamenti sviluppati sulle strutture seconddedle sequenze rappresentative di
ciascun supergruppo, considerando poi solo le negibiaramente omologhe.
Con queste regioni allineate si e creatdilenutilizzabile dal programma Prottest
che permetteva di scegliere il modello evolutivoglore. | modelli per
'evoluzione delle proteine sono basati su magitipiriche, e questo programma
permette di individuare la matrice piu probabilei dostri dati spesso veniva
riconosciuta come piu probabile la matrice WAG (\ldhe& Goldman, 2001).
Una volta scelto il modello, per la creazione degberi filogenetici si sono
utilizzati i programmi PhyML, RaxML e MrBayes (destt nella sezione
Materiali e Metodi). Tutti e tre i programmi sonsgbnibili pressdioinformatics
and computational biology service (mole di Cambridge
(http://www.bio.cam.ac.uk/molbio.html) previa isddne. Questo servizio
fornisce non solo i programmi sopra elencati, mahanpiu risorse di calcolo

grazie all'utilizzo contemporaneo di piu computgrermettendo percid una
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maggiore rapidita delle analisi computazionali. &stati utilizzati tre programmi
diversi nella creazione degli alberi filogeneticerpavere la possibilita di
comparare approcci diversi ed ottenere una maggiffiéabilita delle analisi
evolutive.

Le analisi filogenetiche iniziali sono state effetite per identificare eventual
sequenzdong-branch Queste possono infatti contribuire ad artefatttando il
cosiddetto fong branch attractioh due sequenze che possiedono un ramo lungo
vengono avvicinate tra loro, anche se nel veroralb®mn lo sono. Queste
sequenze sono state rimosse, si sono ricontrodateegioni da mantenere e,
successivamente, le analisi filogenetiche sonce stigietute per confermare o
smentire i dati ottenuti dalle analisi precede®tino state utilizzate le sequenze di
tutte le famiglie longiniche (comprese Nyv1l e Fotadine) non solo per capire la
relazione tra le principali famiglie, ma anche peterminare da quale famiglia
proteica derivassero le Fitolongine. Dagli albaeati con i tre programmi, la
prima impressione é stata che le tre famiglie fpelcderivano da un ancestore
comune, mentre sia Nyvl che le Fitolongine derivaiale VAMP7. | valori
riportati nellalbero in Figura 11 permettono dipg& quali rami siano stati ben
risolti; per altri rami, invece, e stato necessapgomdurre ulteriori alberi
filogenetici per ottenere un buon valore che petesse di sostenere
“l'immagine” dell’albero.

Il primo risultato ottenuto € la distinzione deféamiglia Ykt6 dalle altre famiglie

e la non derivazione delle Fitolongine dalle Yk@uesto dato rende corretta
I'ipotesi delle Ykt6 come una famiglia longinicaahente specializzata. Si pensa
percio che si sia separata subito dall’'ancestolfe bangine e, una volta acquisite
le funzioni che le vengono attribuite, € rimastdamente conservata ed
indispensabile per gli eucarioti.

Per determinare se la famiglia delle Sec22b fossedstore delle Fitolongine, &
stato necessario ripetere le analisi escludendoYKes, per permettere ai
programmi di “concentrare” i loro calcoli sulle aeloni tra Sec22b, VAMP7 e
Fitolongine. | risultati hanno confermato che letokingine non derivano

nemmeno dalle Sec22b (Figura 12).
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Figura 11: albero filogenetico delle famiglie longiniche. Sampmortati i valori di
MrBayes, PhyML e RaxML solo per i rami con valarperiori rispettivamente a
0.80-50-50. | rami con valori > di 0.95-80-80 somwlicati con il simboloo, i
rami con valori > 1.0-95-95 sono indicati cene rappresentano i rami meglio
risolti.
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Figura 12: albero filogenetico delle famiglie longiniche Sels22VAMP7 e
Fitolongine. Sono riportati i valori di MrBayes, PRIL e RaxML solo per i rami
con valori superiori rispettivamente a 0.80-50-b@ami con valori > di 0.95-80-
80 sono indicati con il simbolo, i rami con valori > 1.0-95-95 sono indicati con
e e rappresentano i rami meglio risolti.
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Nelle piante terrestri sono presenti piu geni dodiiti le VAMP7 che sono
suddivise nelle due sottofamiglie VAMP7.1 e VAMP.7La sottofamiglia che
presenta la maggiore amplificazione genica é quglie VAMP7.2, dalle quali le
Fitolongine sembrano derivare. Dall’albero ripastat Figura 12, le Fitolongine
risultano essere non solo chiaramente evolute d46ABIP7.2 ma, a loro volta,
suddivisibili nelle piante superiori in due sottmiiglie. Questi risultati sono stati
confermati dalla costruzione di un ulteriore albartlizzando solamente le
sequenze di VAMP7 di piante e delle Fitolongineatido cosi usetspecifico. |

valori ottenuti in quest'ultima analisi sono condiorcon i valori riportati

nell'albero in Figura 12.

Creazione dipattern per le longine.

Dagli allineamenti utilizzati per le analisi evalg, € emersa la presenza di
regioni altamente conservate all'interno del domitonginico. Per capire la
funzionalita di tali regioni pero si & utilizzaton set di dati in grado di dare la
massima rappresentazione della variabilita dehigilee negli organismi, percio lo
si € ampliato utilizzando sequenze derivanti dalusteringdi EST effettuato in
collaborazione con il Dr. Rosario Dioguardi. Sotatidefiniti deiconsensuper
gli elementi strutturali del LD ed individuate amcHe posizioni di elevata
conservazione per le tre famiglie longiniche pradi Per le famiglie delle Ykt6
e Sec22b iconsensuslegli elementi strutturali riguarda piu di 1/3 ldgbosizioni
e meno di 1/4 per le VAMP7. In particolare le pasm invarianti sono il 12-15%
nelle Ykt6 e nelle Sec22, mentre la percentualadeal 7% nelle VAMP7.

La regione del LD che media l'interazione intrancol@re con lo SNARENotif
in Ykt6 di lievito e stata dimostrata essere I'afaca 1 (u1; Tochioet al.,2001).
Analizzando in dettaglio la conservazione di quesigone, essa risulta essere
famiglia-specifica ed ha consentito la creazionetrdisignature patternche

comprendono non sotpl, ma anche il fogliett@3 successivo:

PATTERN VAMP7 SVILUPPATO SWx1-33:

[GST]-IND]-[FHYAT]-X-[EFTNDASG]-[VIHFML]-[TLAVS]-X- X-
[IVFLACY]-[LIF]-X-[KRQDNLIS]-[ILV]-[PGQSTNK]-X(4,8) -
[KRTNH]-X-[TSDIVC]-[YLEF]-X-[HQYAKDC]
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PATTERN Sec22b SVILUPPATO Su1-3:

[DSNQAHY]-[LMIFKASGV]-X-X-[Y QHVILAJ-[QKS]-[SQNKGLA] -
[QKRHL]-[AVICF]-K-X-[LVI]-[FVCILTYS]-[RSKCQD]-[KRFP GNJ-
[LMFPSQ]-X(5,7)-[REQL]-[CAMSQ]-[TS]-[LIV]-
X(0,1)[EGLIT]-[AST]-[GDKNS]

PATTERN Ykt6 SVILUPPATO SW1-3:

[FYI]-[QETHKY]-[RK]-[SGPKNQDA]-[STAGN]-[VILYFA]-X-
[EQD]-[FLYAMH]-[MILFTAV]-X-[FLM]-X-[SATG]-[QAKTER]-
[LTI]-[ILV]-X-X-R-[STIN]-X-X-[GACTNS]-[TSLQAMV]-[RP K]-
[ASQE]-[SLDVI]-[VI]-[KRQET]-[EQLH]-[QDKNGSE]

Utilizzando questi trgoattern nel databasedi Swiss-Prot si ottiene un indice di
precisione quasi del 100% per ciascuno, percio smmobessere molto specifici.
Non sono stati creati pattern per le altre due famiglie longiniche Nyvl e
Fitolongine perché le prime sono presenti solo Seicaromiceti ed hanno una
sequenza molto degenerata, mentre per le Fitolengiresenti solo nelle piante
terrestri, € disponibile solo un numero ridotteelguenze.

La creazione detonsensu® deipattern ha consentito non solo di costruire dei
marcatori che potrebbero essere utili per le ammma automatiche delle
proteine, ma anche di individuare I'importanza drtggolari regioni e di alcuni
aminoacidi presenti. Ad esempio la fenilalaningasizione 42 (F42) netil di
Ykt6 di lievito, riconosciuta come residuo import@an nell’interazione
intramolecolare, e abbastanza conservata nelle, Yh@®tre non viene mantenuta
nelle Sec22b e nelle VAMP7. Nelle VAMP7 risulta@re molto conservata una

lisina nellal ed una leucina nella stessa posizione di F42.

Modelli delle longine.

Come descritto nell'introduzione, uno dei ruolrittiti al LD & I'intervento
nella localizzazione subcellulare delle longine.phrticolare la VAMP7 umana
localizza nella membrana plasmatica e nellendos¢Martinez-Arcaet al.,
2003); nelParamecium tetraureliache possiede 4 VAMP7, tre si localizzano nel
RE e una nel vacuolo contrattile (Schilée al., 2006); in A. thaliana sono
presenti sette VAMP7 che localizzano in vari cortipanti (Uemuraet al.,
2004): cinque VAMP7.2 in membrana plasmatica e ’'eredosoma tardivo,
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VAMP7.2.3 nel RE, VAMP7.2.7 nellendosoma precotese VAMP7.1 nella
membrana vacuolare ed infine VAMP7.1.4 nell'appadel Golgi.
Coerentemente con la divisione delle VAMP7 nellenpe in due sottofamiglie e
con il ruolo del LD, nessuna VAMP7.1 localizza nedtesso compartimento delle
VAMP7.2 ma, non essendoci informazioni su qualiioegdel LD potessero
giustificare queste diverse localizzazioni, si &muto opportuno analizzare in
dettaglio non solo le sequenze, ma angbetchdi superficie di queste sequenze.
Percio, seguendo la procedura adottata per leoRaale, sono stati creati dei
modelli che per omologia si sono basati sulla siratdel LD di VAMP7 umana
(essendo questa l'unica struttura di VAMP7 deptajital modelli, uniti agli
allineamenti delle sequenze, hanno permesso diaresealcune differenze
all'interno dei sottogruppi VAMP7.1 e VAMP7.2.

In particolare, nel confronto tra VAMP71.4 (chedbzza nel Golgi) ed il gruppo
di paraloghi VAMP7.1-.2-.3 (che condividono la ltizaazione nella membrana
vacuolare), la maggior parte delle differenze snoemtra nella parte iniziale

dell'al, nella regione tral eB3 e in buona parte dedl2 (Figura 13).

= =) = >
VAMP711 MAILYALVARGTVVLSEFTATSTNASTIAKQILEKVPGDN-NS8SYSQDRYVFHVKRTDG
VAMP712 MSILYALVARGTVVLAELSTTSTNASTIAKQILEKIPGNG-D¥/SYSQDRYVFHVKRTDG
VAMP713 MAIIFALVARGTVVLSEFSATSTNASSISKQILEKLPGNDSHEBISYSQDRYIFHVKR
VAMP714 MAIVYAVVARGTVVLAEFSAVTGNTGAVVRRILEKLSPEIRREFSQDRYIFHILRSDG

> [ —

VAMP711 LTVLCMAEETAGRRIPFAFLEDIHQRFVRTYGRAVHTALAYEERFSRVLSQQIDYYSN
VAMP712 LTVLCMADEDAGRRIPFSFLEDIHQRFVRTYGRAIHSAQANRZEFSRVLNQQIEYYSN
VAMP713 TDGLTVLCMADETAGRNIPFAFLDDIHQRFVKTYGRAIHSASMINDEFSRVLSQQMEFYSN
VAMP714 LTFLCMANDTFGRRVPFSYLEEIHMRFMKNYGKVAHNARNDERSRVLHQQMEFFSS

Figura 13: allineamento tra le VAMP7.1 di A. thaliana. Son@oritate le
strutture secondarie: in azzurro i foglieffi 1-5, in viola lex eliche 1-3. Sono
evidenziati in giallo gli aminoacidi differenti iINAMP7.1.4 rispetto alle altre
VAMP7.1.

VAMP7.2.7, l'unica presente nellendosoma precqoessiede una porzione di
sequenza in piu che, dall'allineamento con le atdMP7.2, risulta compresa tra
a2 ea3. Nella creazione del modello, i programmi genaravper quella regione

un loop. Indagando sulla presenza di questa VAMP7 nelle giante, abbiamo
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notato che questa porzione di sequenza e consetataonservazione riguarda
anche gli aminoacidi, tanto che lo abbiamo defifflamp acido” traa2 e a3
(Figura 14). Non ci sono altre zone rispetto alleeaVAMP7.2 che risultano
essere distinte. Queste informazioni ci hanno pssmeli ipotizzare che questa
zona, che non a caso si distingue dalla zona denuellal deputata
all'interazione intramolecolare, potrebbe esseredémentale per linterazione
con altre proteine.

Ad avvalorare queste ipotesi, recentemente & dtigiartata la probabile
importanza deloop tra 'a2 e a3 del LD di Sec22b nell'interazione con il
subcomplesso Sec23/24 del COPII (un complesso iebste alcune vescicole),
dimostrando come ci siano ulteriori funzioni dehanio longinico nelkrafficking

vescicolare (Mancias & Goldberg, 2007).

VAMP7.2.7

o3

VAMP727 (70) ADESTGRSVPFVFLERVKEDFKKRYEASIKNC-RHPLA LFGORFSVAYNLDREFGPILKEHMQY
VAMP721 (70) AVDSAGRQIPMSFLERVKEDFNKRYGGGKAAT AQANSLNKEFGSKLKEHMQY

VAMP7.2.1

basico

Figura 14: Confronto tra le sequenze e le strutture di VAMP7&VAMP7.2.1 di
Arabidopsis. Le superfici sono indicate con il @sda colori riportato, in base
alle loro caratteristiche. Il loop acido presentel@ in VAMP7.2.7 & cerchiato in
bianco.
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Conservazione e variazione del meccanismo di intezimne intramolecolare.

La superficie idrofobica presente nell’ del LD di Ykt6 di lievito sembra
essere fondamentale per la capacita di interazienéd LD e lo SNAREmotif
(Tochio et al., 2001). Essendo interessati alla comprensione delaervazione
di tale meccanismo sia tra le Ykt6 sia estesoadile longine, abbiamo utilizzato

le strutture depositate del LD delle longine edliamato solo la porzione dedll.

idrofobico

basico

ol Sec22b al VAMP7

Figura 15: Visualizzazione tramite PyMOL delle superfici deltedelle longine
principali estrapolate dai modelli degli LD completon evidenziati gli
aminoacidi conservati a piu del 95%.

Riportando ed evidenziando sulla struttura gli arasidi molto conservati
(>95%) e ilconsensuslegli altri al’80% (Figura 15), net{1 di Ykt6 emerge una
regione centrale idrofobica unita alla presenzdare di un residuo di arginina
(R50). In Sec22b non ci sono aminoacidi particoamta conservati e la
superficie dial sembra essere fortemente polarexll’'di VAMP7 ha una
superficie mista, costituita da regioni con amindia@rofobici e aminoacidi
polari; inoltre in VAMP7 l'aminoacido corrispondenta F42 di Ykt6 e una
leucina molto conservata (L33 riferita alla posmgonella VAMP7 umana) ma
sembra essere interna, mentre in superficie € mesma lisina (K35) anch’essa
altamente conservata. Queste informazioni sulleerdey caratteristiche della
superficie creata dal nelle longine, dimostrano che la presenza disuperficie
idrofobica nel LD in Ykt6 di lievito non é alla baglel meccanismo generale
dell'interazione tra LD e SNAREotif. Volendo capire quali potessero essere |
determinanti chiave del LD, abbiamo intrapreso latagenesi sito-diretta di
alcuni residui (la metodica e riportata nella segidMateriali e Metodi”), per
valutare in analisi di doppio ibrido la variaziosecie-specifica del meccanismo

di inibizione intramolecolare. 1l residuo sul quabbiamo focalizzato le nostre
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analisi in Ykt6 di lievito e umana, e l'arginina §B50). Poiché anche VAMP7
umana mostra conservazione dell’interazione inttecwdare (da nostre evidenze
preliminari), abbiamo intrapreso la mutagenesirdsidui di leucina e lisina (L33
e K35) che sono conservati tra le VAMP7, ritenenghitativi residui chiave
nell’'interazione.

Per capire il ruolo dell’'arginina 50 in Ykt6 abbiardeciso di creare tre mutanti: il
primo che sostituisse l'arginina in acido glutamon{&®50E), il secondo mutante
con glutammina (R50Q) ed il terzo con alanina (RBJA base ai risultati dei
saggi di doppio ibrido si potra comprendere innatt se questo aminoacido é
in grado di determinare o influenzare linterazipn@ anche se la sua importanza
e dovuta alle caratteristiche di carica o polaritaon questi primi risultati si
potrebbe chiarire se la conservazione del meccandinmterazione nelle Ykt6 é
effettivamente dovuta alla presenza della superfariofobica.

Con lo stesso criterio, si € iniziata la creaziad® mutanti di leucina in
glutammina o alanina (L33Q e L33A), e lisina intglmmina o alanina (K35Q e
K35A) nella VAMP7 umana. Anche in questo caso dsiltati dei saggi di
doppio ibrido si potra elucidare il meccanismo mtierazione intramolecolare e
determinare se I'importanza di questi aminoacidii @mnservati rappresentano la
base per l'autoinibizione.

Le analisi di doppio ibrido che verranno prossimataecondotte con i mutanti
creati nel corso di questa tesi, si basano istdfaction trap e sfruttano la
ricostituzione dell'attivatore trascrizionale Lex&uesto sistema, grazie alla
presenza di operatori multipli di lexA a monte dedgenireporter (il gene lacZ
ed un gene per un’auxotrofia nutrizionale), permetidentificazione di
interazioni anche molto deboli, non facilmente tferabili con i classici sistemi
di doppio ibrido.
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CONCLUSIONI E PROSPETTIVE

Le analisi condotte in questa tesi hanno riveldte & longine, proteine
SNARE fondamentali nel traffico vescicolare, sononservate in tutti gli
eucarioti e suddivise in tre famiglie principalikté, Sec22b e VAMP7), che da
analisi filogenetiche sono risultate essere diveesde rappresentate nei vari
organismi. L'attenzione é stata rivolta sopratt@ttdue famiglie longiniche: Ykt6
e VAMP7. La famiglia delle Ykt6 & presente in tutdupergruppi eucariotici, ha
una sequenza molto conservata e si € specialighadatando essenziale per la
vitalita dell’organismo; VAMP7 invece € una longimad “plastica” la sua
sequenza risulta meno conservata negli eucarispetio a Ykt6, ha avuto
amplificazione genica e possiede ruoli distintialcuni eucarioti: in particolare
nelle piante (in cui non sono presenti le brevited¢ amplificazione raggiunge
livelli molto elevati e le VAMP7 presentano locaazioni subcellulari specifiche.
Rientra nelle plasticita anche il dato che nei Sammiceti la longina Nyv1 deriva
da e sostituisce VAMP7.

Nellambito della ricerca delle tre famiglie longihe, abbiamo scoperto nelle
piante I'esistenza delle cosiddette Fitolonginesiaoproteine che, pur possedendo
il LD ed un dominio C-terminale conservato, non g9@dono lo SNAREmotif
nella regione centrale: esse quindi rappresentan@ratotipo di longina non-
SNARE. Da dati di conservazione, amplificazione expressione & possibile
ipotizzarne un ruolo rilevante nelle piante temiesSi cerchera quindi di
determinare la localizzazione subcellulare di faloteine in A. thaliana e,
attraverso saggi di doppio ibrido, comprenderessgte un’interazione tra I'LD e
la regione non-SNARE.

Poiché in letteratura e riportato un ruolo del L&) trafficking, ed in particolare le
VAMP7 di Arabidopsispresentano una localizzazione cellulare diversao stati
creati dei modelli 3D del loro LD, che hanno pergtedi individuare depatchdi
superficie e putativi aminoacidi chiave. La regionbe sembra coinvolta
nell'interazione con altre proteine e quella forandaa2-loop-a.3. Il quadro che
ne emerge e che il LD presenta due superfici opposh ruoli distinti: quella
formata daxl € coinvolta nell'interazione intramolecolare, tmrerquella formata

dao2-loop-a3 € coinvolta in interazioni intermolecolari.
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Dal recupero di molte sequenze longiniche diaiabase sono stati creati degli
allineamenti che tenevano conto delle strutturersgarie. Su tali allineamenti si
e individuata la zona piu conservata sulla qualescsio sviluppati ipattern
specifici per le tre famiglie longiniche principahe sono in grado di riconoscerle
e discriminarle. Questa regione, che corrispondecipalmente allxl, rende
I'interazione intramolecolare famiglia-specificaerfio si é intrapresa la creazione
di mutanti che verranno utilizzati in saggi di deppbrido, per comprendere
limportanza di alcuni residui di1 identificati come cruciali per l'interazione tra
LD e SNAREmotifin VAMP7 umana e Ykt6 umana e di lievito.
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