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Stress ossidativo in S. cerevisiae

Nel nostro laboratorio ¢ stata messa in relazione la stabilita dei messaggeri con il processo
apoptotico in S. cerevisiae. Infatti, mutanti nei geni che codificano proteine essenziali al
decapping quali Lsm4p, Lsmlp, Dcplp, Dcp2p, mostrano 1 tipici marcatori citologici
dell’apoptosi (Mazzoni et al., 2003a). Il mutante vitale del gene LSM4, da noi costruito,
mostra una precoce morte in fase stazionaria e una maggiore sensibilita allo stress
ossidativo che sono in parte dipendenti dalla caspasi di lievito Ycalp (Mazzoni et al.,
2003b).

Il lavoro riportato in questa parte della tesi si ¢ concentrato sul fenomeno dello stress
ossidativo poiché il complesso CCR4-NOT, di cui fa parte Not4p, contribuisce alla
regolazione negativa di geni da stress nella via Ras/PKA (Lenssen et al., 2002) e quindi
alla regolazione della risposta cellulare allo stress ossidativo, il principale fenomeno che
induce apoptosi. E’ stato quindi intrapreso lo studio dei mutanti not4 e ccr4, un altro
componente del complesso CCR4-NOT, riguardo alla resistenza allo stress ossidativo e
alla longevita cellulare, due fenomeni controllati negativamente dalla via Ras/PKA.

5.1. I mutanti ccr4 e not4 mostrano una maggiore resistenza allo
stress ossidativo

5.1.1. Resistenza al perossido di idrogeno.

La delezione dei geni NOT4 e CCR4 aumenta la resistenza al perossido di idrogeno rispetto
al ceppo selvatico. Alla concentrazione di 0,8mM, mentre il selvatico mostra una vitalita di
appena il 2%, i mutanti ccr4 e not4 hanno una vitalita rispettivamente del 50% e 43%.
Aumentando la concentrazione di perossido a 1,2 mM si pud osservare una maggiore
resistenza di not4 (30% di vitalitd) rispetto al mutante ccr4 (1%) (Fig.28).

La misura della vitalita, dopo trattamento con perossido, ¢ stata accompagnata dalla
colorazione delle cellule con diidrorodamina per mettere in evidenza il danno ossidativo.
La diidrorodamina ¢ una molecola che interagisce con 1 metaboliti reattivi all’ossigeno
(ROM) conseguenza della presenza dell’agente ossidante. Le concentrazioni di perossido
utilizzate sono state piu alte (3mM e 10mM) che nell’esperimento precedente per avere
una colorazione apprezzabile delle cellule. Entrambi 1 mutanti mostrano dopo trattamento
una minore percentuale di cellule positive ai ROS (50% nel caso di not4 e 20% nel caso di
ccrd) e, come nel caso della vitalita, il mutante not4 mostra un minore accumulo di danno
ossidativo rispetto al mutante ccr4 a dosi piu elevate di perossido (10mM) (Fig.29).

5.1.2. Incremento della longevita cronologica

E’ stato recentemente sviluppato un metodo per la misura dell’invecchiamento del lievito
basato sulla longevita cronologica di una popolazione di cellule di lievito che non si divide,
(life span cronologico). Questo metodo ¢ alternativo a quello pit comunemente utilizzato
nel quale viene contato il numero di gemme generate da una singola cellula madre (life
span replicativo) (Longo et al., 1996; Fabrizio et al., 2001; Longo and Fabrizio, 2002).
L’aumento della resistenza allo stress ossidativo ¢ spesso associata ad un aumento della
longevita cronologica (Fabrizio et al., 2001), infatti cellule invecchiate cronologicamente
accumulano danno ossidativo. E’ stata quindi effettuata una valutazione del “life span
cronologico” in colture cellulari dei mutanti ccr4 e not4 (Fig.30). Come atteso, entrambi 1
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Figura 28. Sensibilita al perossido di idrogeno dei ceppi BY4741 (wt) Y00207
(not4) e Y00387 (ccr4). Le cellule cresciute in fase precoce-esponenziale sono state
trattate con H»O, alle concentrazioni indicate (vedi materiali ¢ metodi). Quindi ¢
stata misurata la vitalita (percentuale di UFC= Unita Formanti Colonie) in funzione
della concentrazione di perossido. I valori riportati corrispondono alle medie di tre
esperimenti ripetuti indipendentemente e alle corrispondenti deviazioni standard.
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Figura 29. Accumulo danno ossidativo nei ceppi BY4741 (wt), Y00207 (not4) e
Y00387 (ccr4) dopo trattamento con perossido di idrogeno. A) Percentuale di cellule
positive alla diidrorodamina dopo trattamento con perossido alle concentrazioni
indicate. Le percentuali sono state calcolate su un totale di circa 1000 cellule per
ceppo. B) Colorazione delle cellule con diidrorodamina dopo trattamento alla
conentrazione di 10mM.

mutanti mostrano un’estesa longevita cronologica rispetto al ceppo selvatico, fenomeno
piu evidente nel mutante not4 rispetto al mutante ccr4.

La colorazione con diidrorodamina ha messo in evidenza nelle cellule del mutante not4 un
minore accumulo di danno ossidativo rispetto alle cellule del ceppo selvatico (Fig.31)
confermando che cellule invecchiate cronologicamente accumulano danno ossidativo. A
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causa della difficolta della colorazione su cellule cresciute in terreno minimo,
I’esperimento ¢ stato condotto su cellule cresciute in terreno massimo dopo 15 giorni di
crescita. Anche in queste condizioni, infatti, il mutante not4 mostra una estensione della
longevita (Fig.32).
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Figura 30. Estensione della longevita cronologica. La vitalita
cellulare, come percentuale di Unita Formanti Colonie (% UFC) ¢
stata misurata nei ceppi BY4741 (wt), Y00207 (not4) e Y00387
(ccrd) cresciuti su terreno minimo (vedi materiali e metodi). I valori
riportati corrispondono alle medie di tre esperimenti indipendenti.
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Figura 31. Accumulo di danno ossidativo nei ceppi BY4741 (wt) e
Y00207 (not4) in cellule invecchiate cronologicamente. A)
Colorazione con diidrorodamina di cellule in fase stazionaria cresciute
su terreno ricco (YPD). B) Percentuale di cellule positive alla
diidrorodamina. Le percentuali sono state calcolate su un totale di
circa 1000 cellule per ceppo.

15 giorni
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Figura 32. Estensione della longevita cronologica in terreno
massimo. La vitalita cellulare, come percentuale di Unita
Formanti Colonie (% UFC) ¢ stata misurata nei ceppi BY4741
(wt) e Y00207 (not4). 1 valori riportati corrispondono a un
esperimento rappresentativo dei due che sono stati eseguiti.

5.2. La trascrizione di geni per la resistenza allo stress ossidativo
Msn-indipendenti risulta aumentata nei mutanti not4 e ccr4.

I recenti studi, che attribuiscono al complesso CCR4/NOT un importante ruolo nella
riposta agli stress, dimostrano che il complesso reprime con un meccanismo di
modificazione proteica i fattori di trascrizione Msn2/4p posti a valle della via del segnale
Ras/PKA. Le nostre osservazioni sull’aumentata resistenza allo stress ossidativo nei
mutanti ccr4 e not4 sono probabilmente il risultato della mancata repressione dei fattori
Msnp con la conseguente attivazione deregolata dei geni per la resistenza alle specifiche
condizioni testate. Accanto a Msn2/4p, esistono altri fattori quali Yapl e Skn7 importanti
per I’induzione di geni per la risposta allo stress ossidativo, (Fig.6). Per essere certi che la
resistenza osservata nei mutanti ccr4 e not4 fosse dipendente esclusivamente da una
attivazione costitutiva dei fattori Msn2/4p, sono stati analizzati i trascritti di geni che non
sono sotto il loro controllo. Tra questi sono stati scelti i geni ZWF1 e GNDI che codificano
rispettivamente la glucosio-6P-deidrogenasi e la gluconato-6P-deidrogenasi della via dei
pentosi-fosfato. Questi due enzimi sono i principali responsabili della produzione di
NADPH citoplasmatico, necessario alla rigenerazione del glutatione ridotto (GSH). Come
controllo dell’aumentata trascrizione dei geni indotti da Msn2/4p sono stati utilizzati i geni
SOD?2 (superossido dismutasi) e CTT1 (catalasi citoplasmatica).

I1 trattamento con perossido, in accordo con i dati di letteratura, superinduce i geni SOD2 e
CTT1 nel mutante ccr4 sia alla concentrazione di 0,4 che 0,8mM. Nel mutante not4 si
osserva una simile situazione tranne che nel caso del gene C77T! per il quale a 0,4mM la
quantita di trascritto ¢ paragonabile a quella del ceppo selvatico, se non piu bassa. Nel caso
geni ZWF1 e GNDI si osserva un aumento della espressione a 0,4mM nel mutante not4 e
del gene GNDI a 0.8mM nel mutante ccr4 (Fig.33).

La superinduzione dei geni SOD2 e CTTI si osserva anche in colture invecchiate dei
mutanti, con un effetto maggiore per il mutante ccr4. Anche in questa condizione
I’espressione dei geni ZWF1 e GNDI risulta alterata. Infatti mentre nel ceppo selvatico
I’espressione di ZWF1 aumenta al 2° giorno di crescita per poi diminuire gradualmente, in
entrambi 1 mutanti il trascritto si mantiene espresso in quantita pressoche simili. Per quanto
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riguarda il gene GND1 si osserva un significativo aumento di espressione nel mutante ccr4
(Fig. 34)
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Figura 34. Analisi trascrizionale dei mutanti not4 e ccr4 di colture
cellulari invecchiate dei ceppi BY4741 (wt), Y00207 (not4) e Y00387
(ccr4) . Gli RNA totali sono stati estratti da cellule cresciute in terreno
minimo in fase esponenziale (E), al 2° 3° e 4° (corsie 2, 3, 4,) giorno. Gli
RNA sono stati ibridati con le sonde specificate nella figura.

5.3. La resistenza al perossido di idrogeno ¢ solo in parte
dipendente dai fattori Msn2/4 nel mutante not4

5.3.1. Inattivazione del gene NOT4 nel ceppo di S. cerevisiae W303 e
costruzione del triplo mutante msn2msn4not4

Per confermare i risultati ottenuti dall’analisi trascrizionale, il passo successivo ¢ stato
quello di costruire un triplo mutante msn2msn4not4. 1l ceppo selvatico W303 [1[]¢ stato
incrociato con il doppio mutante msn2msn4 W303 STRE-LacZ. Nel diploide ottenuto,
ASY1, ¢ stato inattivato il gene NOT4 ¢ il diploide ASY2 eterozigote per la mutazione ¢

58



5 RISULTATI Il PARTE

stato fatto sporulare. Colonie resistenti all’antibiotico G418 portanti la mutazione not4
sono apparse dopo circa 3gg di incubazione a 28°C. La inserzione nel giusto locus
cromosomico ¢ stata verificata per PCR (vedi materiali e metodi) e sono state verificate la
termosensibilita a 37°C e il difetto di crescita su etanolo in tutte le spore che portavano la
mutazione not4.

Lo studio degli effetti dello stress ossidativo sono stati condotti sulle spore ASY2-10B
(NOT4 MSN2 MSN4), ASY2-6D (NOT4 msn2 msn4), ASY2-3C (not4 MSN2 MSN4) e
ASY2-10A (not4 msn2 msn4).

5.3.2. Vitalita dopo trattamento con perossido e vitalita di colture
invecchiate cronologicamente del triplo mutante msn2msn4not4

In Fig.35 sono mostrate la vitalita cellulare dopo trattamento con perossido di idrogeno
(Fig.35A) e la vitalita di cellule invecchiate cronologicamente (Fig. 35B) dei ceppi mutanti
msn2msn4not4 msn2msn4 not4. La perdita contemporanea dei geni MSN e NOT4 risulta in
entrambe le misurazioni in un aumento della vitalita rispetto all’assenza dei soli geni MSN,
aumento che ¢ perd molto piu significativo dopo il trattamento con perossido.

Questi dati suggeriscono quindi che la proteina Not4p possa reprimere 1’espressione di
altre attivita, indipendenti da Msn2/4p, necessarie alla detossificazione di molecole
ossidanti.

E’ stata sottolineata I’importanza del contesto genico nell’espressione fenotipica dei
mutanti del complesso CCR4-NOT (Collart 2003). L’inattivazione del gene ScNOT4 nel
diverso contesto genico del ceppo W303, seppur mantiene la termosensbilita a 37°C, il
difetto di crescita su etanolo (dati non mostrati) e la resistenza al perossido di idrogeno,
non causa I’estensione della longevita in fase post-diauxica (Fig.35B).

5.4. L’espressione di KINot4A2p causa un’estensione della
longevita nel mutante not4.

Durante gli esperimenti di cross-complementazione tra K. lactis e S. cerevisiae ¢ stato
ottenuto un risultato particolarmente interessante. Il mutante not4 di S. cerevisiae che
esprime la proteina tronca KINot4[12p di K. lactis mostra difetti di crescita intermedi tra
quelli del mutante not4 e quelli dello stesso ceppo che esprime il gene intero KINOT4. Nel
test per la valutazione dell’invecchiamento cronologico 1’espressione della proteina intera
di K. lactis ristabilisce una vitalita paragonabile a quella del ceppo selvatico (BY4741)
mentre  I’espressione  della proteina tronca conferisce ancora un ritardo
nell’invecchiamento, anziché un’accelerazione, come ci si sarebbe aspettati basandosi sulla
parziale soppressione degli altri fenotipi (Fig.36). Questo risultato potrebbe indicare che la
regione deleta abbia un ruolo importante nella regolazione della longevita cronologica.

5.5. Osservazione al microscopio della proteina di fusione Not4-
GFPp dopo stress ossidativo

A tutt’oggi non esistono studi approfonditi riguardanti la localizzazione delle proteine del
complesso CCR4-NOT. Le differenti funzioni svolte dai componenti del complesso
indicano una localizzazione sia nucleare che citoplasmatica.
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Figura 35. Sensibilita al perossido di idrogeno (A) ed estensione della
longevita cronologica (B). La vitalita cellulare, come percentuale di Unita
Formanti Colonie (% UFC), ¢ stata misurata nei ceppi ASY2-10B
(selvatico), ASY2-3C (not4), ASY2-6D (msn2/4) e ASY2-10A (not4
msn2/4). 1 valori riportati corrispondono alle medie di tre esperimenti
indipendenti e alle corrispondenti deviazioni standard.

Abbiamo quindi voluto studiare la localizzazione di Not4p in condizioni fisiologiche e di
stress mediante fusione con la Green Fluorescent Protein (GFP).

La costruzione NOT4-GFP (vedi materiali e metodi) ¢ stata ottenuta unendo la proteina di
Gfpp alla estremita C-terminale di Notd4p. Tale costrutto si trova sotto il controllo del
promotore MET25 il quale ¢ represso in presenza di metionina; per poter regolare la
quantita di metionina gli esperimenti sono stati pertanto condotti su terreno minimo.
Poiché 1 mutanti utilizzati hanno un genotipo met, per poter esprimere la proteina senza
pero incorrere nella deplezione di nutrienti ne ¢ stata ridotta la concentrazione nel terreno
di crescita. I ceppi da analizzare sono stati cresciuti su terreno minimo con una
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Figura 36 Estensione della longevita cronologica dei ceppi BY4741
(selvatico), Y002007KIn (not4/KINOT4) Y00207KIn2 (not4/KINOT4-
() e Y00207 (not4). 1 valori riportati corrispondono alle medie di tre
esperimenti indipendenti e alle corrispondenti deviazioni standard. La
vitalitd cellulare ¢ riportata come percentuale di Unita Formanti
Colonie (% UFC).

concentrazione finale di metionina di 0,01mg/ml, pari alla meta di quella utilizzata in
condizioni normali. Questa quantita era sufficiente per il ceppo mutante not4 per esprimere
adeguatamente la proteina Not4-GFP. Per gli altri ceppi, ccr4 e dhhl, dopo la crescita alla
concentrazione di 0,0lmg/ml, le cellule sono state trasferite in terreno fresco con una
concentrazione di metionina pari a 0,0066mg/ml e sottoposte all’analisi sperimentale dopo
3-4 ore di incubazone alla temperatura di crescita.

Per valutare la funzionalita del costrutto ¢ stato verificato che la proteina di fusione fosse
in grado di sopprimere alcuni dei fenotipi del mutante come la termosensibilita (Fig.37A) e
la crescita su etanolo (dati non mostrati). Inoltre ¢ stata verificata la produzione della
proteina tramite Western blot (Fig.37B).

La localizzazione della proteina di fusione ¢ stata osservata tramite microscopio a
fluorescenza. Come si osserva in figura 38B, la proteina Not4p mostra una localizzazione
cellulare diffusa in condizioni di crescita esponenziale. Dopo trattamento con H>O> 3mM
per 20’ (Fig.38D) la proteina si accumula in granuli di diverse dimensioni il cui numero
varia da cellula a cellula.

La formazione di questi granuli non dipende dalla presenza degli altri due componenti del
complesso Ccr4-Not, Ccrdp (Fig.38H) e¢ Dhhlp (Fig.38N), ¢ viene indotta anche in altre
condizioni di stress: deplezione di metionina, in presenza di etanolo 6%, a 37°C e durante
la senescenza (4-5gg di crescita).

La natura di questi granuli ¢ sconosciuta € non ¢ noto se siano localizzati in specifiche
strutture intracellulari. Quello che sembra certo dalle immagini € che questi granuli sono
all’esterno del vacuolo. Uno stress prolungato e intenso (carenza di metionina e
trattamento con perossido d’idrogeno) causa la formazione nelle cellule di un unico grande
granulo delle dimensioni diun nucleo. La colorazione DAPI in vivo dei nuclei nelle cellule
dei ceppi mutanti dhhl (Fig.39A) e ccr4 (Fig.39B) ha rivelato che nessuno dei granuli
coincide con il nucleo.
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Figura 37. A) Verifica della soppressione della termosensibilita a 37°C da
parte della proteina di fusione Not4-GFPp. L’analisi ¢ stata condotta su due
cloni trasformanti del ceppo Y00207 (not4) con il costrutto pNOT4-GFP e
come controllo sono stati utilizzati due cloni trasformanti con il plasmide
vuoto, pUG35. B) Analisi Western della fusione NOT4-GFP, trasformata
nel ceppo Y00207 (not4). Corsia 1= plasmide vuoto. Corsia 2:= pNOT4-
GFP
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Figura 38. Localizzazione della
proteina Not4-GFPp dopo trattamento
con perossido d’idrogeno nei ceppi
mutanti  not4, ccr4 e dhhl.
L’osservazione delle cellule con il
microscopio ¢ stata eseguita dopo 20’
di incubazione con 3mM dell’ossidane
a 28°C. A,C.E,G,ILM= contrasti di
fase. D, H, N = prima del trattamento.
B, F, L =dopo il trattamento.
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A

Figura 39. Colorazione DAPI in vivo e localizzazione Not4-
GFPp nei ceppi YO3858 (dhhl) (A) e YO0387 (ccr4) (B) dopo
stress ossidativoe in assenza di metionina. Corsia 1:
colorazione DAPI in vivo. Corsia 2: fluorescenza GFP
(convertita in rosso con gli strumenti informatici). Corsia 3:
sovrapposizione delle due colorazioni.

B
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6. Discussione

In questa tesi ¢ riportato lo studio del gene NOT4, che codifica un componente del
complesso trascrizionale CCR4-NOT, nei lieviti K. lactis e S. cerevisiae.

La sequenza aminoacidica mostra una discreta identita tra le proteine dei due lieviti in
quanto entrambe conservano un dominio RING-finger ¢ un dominio coiled-coil nella
regione aminoterminale. L’identita diminuisce nella regione C-terminale dove ¢ presente
nella proteina di K. lactis un secondo dominio coiled-coil. L’inattivazione del gene NOT4
in entrambi i lieviti genera una serie di fenotipi pleiotropici che vanno dai difetti nella
biosintesi della parete cellulare ai difetti nel riparo al DNA, alla termosensibilita e
all’incapacita di utilizzare fonti di carbonio respirabili. L’effetto pleiotropico delle
mutazioni rispecchia il fatto che la proteina Notdp fa parte di un complesso che svolge
nella cellula molteplici ruoli.

Nonostante molte funzioni siano conservate come evidenziato dagli esperimenti di cross-
complementazione, i fenotipi osservati non hanno la stessa intensita nei due lieviti. Infatti
in K. lactis 1l mutante nullo mostra una termosensibilita gia a 28°C rispetto ai 37°C del
mutante di S. cerevisiae.

6.1. Interazione genetica tra NOT4 e MPKI in S. cerevisiae e in
K. lactis

Mutanti nel gene NOT4 sono stati isolati, in S. cerevisiae, come soppressori del fenotipo di
termosensibilita a 35°C della mutazione stel1-S626 (Cade and Errede, 1994) ¢ del
fenotipo di sterilita dovuto a mutazioni a carico del gene STE4 (Irie et al., 1994; Leberer et
al., 1994). L’analisi di questa soppressione ha attribuito a Not4p il ruolo di repressore della
via del mating type in condizioni di non induzione (Cade and Errede, 1994; Irie et al.,
1994; Leberer et al., 1994), infatti, nel mutante not4 geni specifici del mating, quali FUS/
FUS3 e MSGS5, risultano costitutivamente indotti (Cade and Errede, 1994; Irie et al., 1994)
e le cellule in assenza di feromone mostrano delle protuberanze sulla superficie cellulare
simili a shmoo (Leberer et al., 1994). La formazione di questa protuberanza mette in
relazione la via del mating type alla via della PKC/MPK1 (Zarzov et al., 1996) e forse, a
causa di questa relazione, anche quest’ultima ¢ attiva costitutivamente nel mutante not4 di
S. cerevisiae. Strutture simili a shmoo sono presenti anche nel mutante Klnot4Al di K.
lactis (Serafini, 2001), indicando che probabilmente anche in questo lievito la via del
mating risulta controllata negativamente da Not4p.

Abbiamo dimostrato 1’esistenza di un’interazione tra Not4p e la via della PKC/MPK1, sia
in K. lactis che S. cerevisiae, sovraesprimendo il gene MPKI nei mutanti nulli not4 di
entrambi 1 lieviti. I risultati ottenuti sono stati diversi nei due casi. In K. lactis, si osserva
un recupero dei difetti di parete cellulare che indicano un ruolo di Not4p a monte di
Mpklp. In S. cerevisiae, al contrario, si osserva un aggravamento dei difetti di parete.
Questo difetto probabilmente non ¢ dovuto alla sola iperespressione di MPKI nel mutante
not4 in quanto la sovraespressione di questo gene in un ceppo selvatico non comporta
difetti di parete. Recentemente in S. cerevisiae ¢ stata dimostrata la reciproca regolazione
delle attivita della fosfatasi Msg5p e della chinasi Mpklp, che porta alla reciproca
inattivazione delle due proteine (Flandez et al., 2004). La iperespressione di entrambi 1
geni MSGS5 (Cade and Errede, 1994) e MPK 1 nel mutante not4 di S. cerevisiae suggerisce
che Notdp potrebbe regolare il delicato equilibrio delle due attivita a livello trascrizionale,
ma non ¢ da escludere anche a livello proteico. Probabilmente i fenotipi relativi alla parete
sono il risultato di una complessa interazione tra NOT4 MPK1 e MSGS. E’ da sottolineare
inoltre che esistono altre vie del segnale che regolano I’integrita della parete in risposta a
determinati stress, come I"’HOG pathway” per la risposta allo stress osmotico (per una
review Hohmann, 2002) e che hanno intermedi in comune a quella del mating. Quindi, 1
fenotipi inerenti i difetti di parete potrebbero essere il risultato dell’alterazione di piu vie
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del segnale e sara necessario tenere in considerazione questa ipotesi per mettere a punto la
giusta strategia necessaria alla corretta comprensione dei nostri dati.

In ogni caso, i risultati ottenuti in K. lactis e S. cerevisiae mettono in risalto la differente
regolazione dell’integrita della parete cellulare nei due lieviti.

6.2. Ruolo della regione C-terminale nelle proteine ScNot4p e
KINot4p.

In S. cerevisiae versioni tronche del gene NOT4 (MOT2-419 e not4-1, rispettivamente di
419 e circa 200 aminoacidi) mostrano fenotipi del tutto simili a quelli del mutante nullo
(Cade and Errede, 1994, Irie et al., 1994; Leberer et al., 1994) e agiscono come dominanti
negativi (Cade and Errede, 1994; Collart, 2003).

Peculiare di K. lactis ¢ la presenza di un dominio coiled-coil ricco di glutamine (Q) nella
regione C-terminale della proteina che potrebbe svolgere un ruolo di attivatore
trascrizionale, ¢ noto infatti che i domini di attivazione dei fattori di trascrizione sono
spesso ricchi in glutamine (Triezeberg, 1995).

L’espressione della proteina tronca nel mutante nullo K/not4Al permette un recupero
completo dei difetti di parete cellulare, un quasi totale recupero della crescita in presenza
di sostanze che danneggiano il DNA e non recupera la sopravvivenza a 37°C. In modo
diverso I’espressione della stessa proteina nel mutante nullo di S. cerevisiae consente un
parziale recupero della crescita in tutte le condizioni saggiate e, nel test di longevita
cellulare, ritarda 1’invecchiamento del mutante. Il differente effetto sul recupero dei
fenotipi suggerisce due conclusioni:

i) La regione C-teminale della proteina di K. lactis, e probabilmente il dominio coiled-coil,
¢ necessaria per la crescita alle alte temperature e per il riparo del danno al DNA, ma per il
recupero degli altri fenotipi analizzati questa regione non ¢ necessaria.

ii) In S. cerevisiae questa regione sembra importante per tutte le attivita svolte da ScNot4p,
e in particolare sembra essenziale nella regolazione dell’invecchiamento cronologico.
L’importanza della regione C-terminale potrebbe dipendere da ragioni di tipo strutturale
essenziali all’attivita della proteina: 1’alterazione conformazionale potrebbe risultare in una
proteina difettosa. Oppure potrebbe essere sede di domini funzionali ancora sconosciuti.
Sara interessante analizzare attraverso procedure di bioinformatica il ripiegamento
strutturale di questa regione sia in ScNotdp che KINot4p e ricercare eventuali domini
funzionali degenerati, ed infine verificare se sia sede di modificazioni post-traduzionali.

6.3. Not4p regola il metabolismo delle fonti di carbonio in modo
diverso in S.cerevisiae e in K.lactis.

6.3.1 Fermentazione

Completamente nuova ¢ 1’osservazione che cellule di K. lactis prive di KINot4p sono
incapaci di crescere su glucosio in presenza di antimicina A, un inibitore della respirazione
mitocondriale. In questo lievito, il glucosio entra nella cellula attraverso il trasportatore a
bassa affinita, RAGI1, e induce 1’espressione di geni glicolitici, oltre che respiratori. Nel
mutante nullo K/not4Al ¢ significativamente ridotto il livello trascrizionale del gene
KIRAGI e di altri geni glicolitici quali KIRAG2, KIPDC, KIPGK ¢ KIENOI (fig. 41).
Inizialmente la nostra idea era che la proteina KINot4p fosse coinvolta nella regolazione
dell’espressione del gene RAGI e che il ridotto apporto di glucosio dovuto alla debole
espressione del trasportatore fosse la causa della ridotta induzione degli altri geni
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glicolitici. Recentemente ¢ stato dimostrato che la enolasi di K. lactis (KIENOI/RAGI)
regola positivamente I’espressione del gene RAGI e di geni glicolitici regolatori come
RAG4, SCK1, GCRI e GCR2 (Lemaire and Wesolovsky-Louvel, 2004). Il recente lavoro
mette in luce I’esistenza di una complessa e reciproca regolazione dei geni glicolitici sia
catalitici che regolatori in K. lactis. | nostri dati sembrano indicare che KINOT4 si trovi a
monte nella regolazione di tutti 1 geni glicolitici testati e abbia un ruolo positivo nella loro
regolazione. Per chiarire la posizione di KINOT4 sara necessario verificare il livello
d’espressione nel mutante Kinot4Al di geni regolatori quali RAG4, SGCI1/2, verificare
I’espressione del gene KINOT4 nei mutanti dei geni glicolitici, nonché costruire doppi
mutanti e studiare in questi 1 livelli d’espressione dei geni suddetti e la capacita
fermentative.

La situazione ¢ diversa nel mutante not4 di S. cerevisiae dove il flusso del glucosio e la
fermentazione sono normali, come anche confermato dalla capacita di crescere su glucosio
in presenza di antimicina A. Questi risultati suggeriscono che la via fermentativa del
glucosio ¢ sotto il controllo del complesso CCR4-NOT in K. lactis ma non in S. cerevisiae.

6.3.2 Respirazione

Importanti differenze sono state osservate confrontando 1’utilizzo delle fonti di carbonio
respirabili tra 1 due lieviti. Queste fonti richiedono per il loro consumo tre vie metaboliche:
produzione di acetil-CoA (bypass della Pdh), reclutamento dell’ossalacetato attraverso il
ciclo del gliossilato e la gluconeogenesi. In S. cerevisiae, Cat8p ¢ richiesto per 1’attivazione
dei geni chiave di queste vie, quali ACSI, ICLI, MLSI] e FBPI, mentre in K. lactis la
regolazione della gluconeogenesi ¢ indipendente da quella del ciclo del gliossilato e non
dipendente da Cat8p (Georis et al., 2000; Lodi et al., 2001).

I mutanti not4 di S. cerevisiae mostrano una crescita molto limitata in presenza di fonti di
carbonio non fermentabili, mentre 1 mutanti di K. /actis sono ancora capaci di crescere su
glicerolo e lattato, ma non su etanolo e acetato, indicando che in questo lievito il
metabolismo delle fonti a 2C ¢ sotto il controllo di Not4p.

Nelle Figure 40 ¢ 41 ¢ riportato lo schema dei geni che operano sotto il controllo di NOT4
e le vie metaboliche nelle quali intervengono in K. lactis e S. cerevisiae.

Nel mutante K/not4Al la trascrizione di KIACSI non € alterata, mentre KIACS2, un
bersaglio di Cat8p, ¢ molto poco indotto su tutte e tre le fonti di carbonio analizzate. Dato
che KIICLI e KIMLS1, due altri bersagli di KICat8p, sono altamente indotti nel mutante
dopo shift su etanolo, si pud concludere che I’induzione di K/ACS2 richiede una via
addizionale che coinvolge KINot4p ed ¢ indipendente da KlCat8p. Questi risultati
sembrano indicare che in presenza di etanolo, a causa della riduzione delle attivita Acs e
all’aumentata attivita Icll e Mlsl, 1’acetil-CoA ¢ prodotto in piccole quantita e incanalato
principalmente nel ciclo del gliossilato. Come conseguenza, 1’acetil-CoA non ¢ disponibile
in modo sufficiente per le reazioni necessarie alla produzione di energia nel mitocondrio. Il
ridotto tasso di respirazione su glucosio e la ridotta espressione del gene CYC/ su tutte le
fonti saggiate suggeriscono inoltre che nel mutante Klnot4Al di K. lactis anche la
respirazione mitocondriale sia compromessa.

68



6. Discussione

Glutisio out
out
/ in
Glucosio in
RAG2/PGI
[ PGKI |
ENOI
Glicolisi

A'cetaldeide <:! Etanolo

Glicerolo \A
Piruvato Acet ato
Acetil CoA Biosintesi
Catena \
respiratori 4 )

Isocitrato -
] Gliossilato

Mitocondrio y .
Produzione ATP C_|C|0. dei
Gliossilato
Malato

Figura 40. Geni metabolici controllati da KINOT4 in K. /actis. Le box a sfondo
bianco indicano i geni regolati positivamente, quelle a sfondo nero i geni regolati
negativamente, quelle grigie i geni non regolati. RAGI: trasportatore a bassa
affinita per il glucosio. RAG2/PGI: fosfogluco-isomerasi. PGK: 3-fosfoglicerato
chinasi. ENOI: enolasi. PDC: piruvato decarbossilasi. ACS: acetil-CoA sintetasi.
ICLI: isocitrato liasi. MLSI: malato sintasi. CYC/: citocromo c-isoforma 1.

Questo modello non puo essere applicato a S. cerevisiae dove 1 geni ACS1, ICL1 e CYCI
sono prontamente indotti nei mutanti not4 dopo rimozione del glucosio. Dato che Cat8p
controlla I’espressione di /CLI e ACSI, quest’ultimo ¢ anche sotto il controllo di Adrlp,
mentre Hap2-5 sono richiesti per I’espressione di CYC1, possiamo concludere che Notdp
agisce a monte degli specifici attivatori di questi geni. E’ noto che in S. cerevisiae enzimi
chiave del metabolismo dei carboidrati sono regolati sia a livello trascrizionale che post-
traduzionale, a differenza di K. lactis dove esiste una buona correlazione tra i livelli dei
trascritti e delle corrispondenti attivita (Lopez et al., 2003). Nel nostro caso, ScNot4p
potrebbe agire come controllore dell’espressione di questi geni in condizioni di induzione
per evitare che sia prodotto troppo RNA dal momento ché la regolazione dell’attivita passa
a livello di proteina. Non siamo comunque ancora in grado di formulare una ipotesi che
correli questa precoce induzione dei geni respiratori con il mancato utilizzo di fontia 2 e 3
atomi di carbonio.

Due altri aspetti interessanti messi in evidenza in questo lavoro ¢ la perdita della
morfologia tubulare dei mitocondri e il ridotto tasso respiratorio su glucosio nel mutante
Kinot4!1. 1l significato di questa osservazione non ¢ noto. Sono necessari ulteriori studi
per comprendere se ci sia
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Figura 41. Geni metabolici controllati da ScNOT4 in presenza di etanolo in S.
cervisiae. Le box a sfondo nero i geni regolati negativamente, quelle grigie i geni
non regolati. HXT1: trasportatore a bassa affinita per il glucosio. PDC: piruvato
decarbossilasi. ACS1,2: acetil-CoA sintetasi. /CLI: isocitrato liasi. CYCI: citocromo
c-isoforma 1.

effettivamente un legame tra il ridotto metabolismo respiratorio € i cambiamenti della
morfologia mitocondriale.

6.4. I mutanti not4 e ccr4 resistono all’invecchiamento cellulare
e allo stress ossidativo in S. cerevisiae.

Recenti indagini hanno dimostrato che il complesso CCR4-NOT contribuisce al controllo
della trascrizione Msn2-dipendente attraverso la via Ras/cAMP, che reprime i geni per la
resistenza allo stress. I prodotti dei geni indotti da Msn2/4p sono sovraespressi nei mutanti
del complesso CCR4-NOT e superindotti in condizioni di stress (shock termico e
deplezione di glucosio). I mutanti not3 e not5 mostrano inoltre una maggiore resistenza
allo shock termico e in essi Msn2p ¢ differentemente modificata a livello post-traduzionale
(Lenssen et al., 2002).

L’inattivazione dei geni NOT4 e CCR4 determina un ritardo dell’invecchiamento
cronologico e un aumento della resistenza al perossido di idrogeno, due fenotipi
accompagnati da un minore accumulo di danno ossidativo nella cellula, probabilmente
come conseguenza della attivazione costitutiva dei geni per la resistenza allo stress Msn-
dipendenti. Infatti, in queste condizioni, i geni SOD2 e CTTI, indotti da Msn2/4p,
mostrano un maggiore livello di trascrizione nei mutanti not4 e ccr4. L’analisi
trascrizionale ha perd suggerito che i fenotipi di resistenza allo stress non dipendono
totalmente dai fattori di trascrizione Msn2/4p, in quanto nei mutanti I’espressione dei geni
ZWF1 e GNDI, che non sono sotto il controllo di Msn2/4, risulta aumentata. L.’aumento
della resistenza al perossido di idrogeno nel triplo mutante msn2msn4not4 rispetto al
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doppio mutante msn2msn4, il quale risulta piu sensibile al perossido di idrogeno e mostra
un invecchiamento precoce rispetto al ceppo selvatico, conferma il risultato dell’analisi
Northern. Possiamo quindi concludere che il complesso CCR4-NOT reprime altri fattori
oltre a Msn2p e Msn4p. Un candidato ¢ il fattore di trascrizione Yaplp, il quale regola
I’attivita del gene ZWF1 (Juhnke et al., 1996; Costa and Ferreira, 2001). Sara interessante
studiare la resistenza allo stress ossidativo nel doppio mutante yaplnot4 e soprattutto
trasferire le mutazioni msn nel contesto BY4741, per avere il giusto riscontro fenotipico.

E’ noto che la sovraespressione dei geni che codificano per le altre proteine Notp non
permettono un recupero della termosensibilita del mutante not4-1 (Collart and Struhl,
1994; Oberholzer and Collart, 1998) ma, viceversa, la sovraespressione del gene NOT4
permette il recupero della termosensibilita negli altri mutanti not (Collart and Struhl,
1994). Questo suggerisce che la proteina Notdp potrebbe essere I’effettore finale della
funzione globale del complesso. E la maggiore intensita dei fenotipi da noi descritti nel
mutante not4 rispetto al mutante ccr4 sembrano confermarlo. Sara interessante a questo
proposito sovraesprimere i geni che codificano gli altri componenti del complesso nel
mutante not4 e viceversa, per verificare un recupero della sensibilita allo stress ossidativo.

6.5. La proteina Not4p localizza in granuli citoplasmatici di
natura sconosciuta dopo stress ossidativo.

Non sono stati riportati in letteratura studi specifici sulla localizzazione del complesso
CCR4-NOT. La sua multifuzionalita ne determina probabilmente una distribuzione
ubiquitaria nella dellula.

In questa tesi sono riportati dati preliminari volti alla comprensione della localizzazione
della proteina Not4p in condizioni normali e di stress. I risultati mettono in evidenza
I’accumulo di Not4p in granuli citoplasmatici di natura sconosciuta dopo varie condizioni
di stress (trattamento con perossido di idrogeno, alte temperature, etanolo6%, carenza di
nutrienti e in fase stazionaria). Recentemente ¢ stata dimostrata la presenza nella cellula di
lievito di corpi citoplasmatici, P-bodies, sede della degradazione 5’-3” esonucleolitica e del
decapping degli mRNA (Sheth and Parker, 2003) e le cui dimensioni riflettono il flusso
delle molecole di messaggero che stanno subendo il decapping. Dhhlp, uno dei
componenti del complesso CCR4-NOT, sembra associata ai P-bodies. I granuli da noi
osservati potrebbero essere P-bodies nei quali Notdp localizza solo dopo stress. Tuttavia,
non ¢ da dimenticare che questa proteina ¢ anche una ubiquitina-ligasi e pertanto i granuli
osservati potrebbero essere associati alla degradazione proteasomale. Un’altra ipotesi sulla
natura di questi granuli ¢ data dai granuli da stress (SG) identificati in cellule di
mammifero (Kedersha and Anderson, 2002). Gli SG sono foci citoplasmatici nei quali gli
mRNA sono dinamicamente selezionati in seguito a fosforilazione del fattore di inizio
(elF)2[11]. All’interno di questi granuli ¢ stata dimostrata la presenza, oltre che di mRNA,
di fattori di traduzione nonché componenti del complesso di preinizio 48S e proteine che
promuovono la stabilita e la destabilizzazione degli mRNA (Kimball et al., 2003). La
formazione di questi granuli si traduce in un arresto della traduzione degli mRNA forse per
impedire la formazione di proteine con un folding scorretto. Il fattore pro-apoptotico AIF
reprime la formazione di questi granuli, ma questo suo ruolo sembra scollegato a quello
pro-apoptogenico (Cande¢ et al., 2004). La possibilita che i granuli da noi osservati possano
essere dello stesso tipo nasce, oltre che dal fatto che sono specificamente indotti da stress,
anche da una recentissima “genome-wide analysis” condotta sul mutante ccr4 (Grigull et
al., 2004). In questa analisi ¢ stato infatti dimostrato che Ccr4p contribuisce alla
degradazione di trascritti che codificano proteine ribosomali e fattori per la sintesi di rRNA
e per I’assemblaggio dei ribosomi e che I’abbondanza dei fattori per la biogenesi dei
ribosomi ¢ controllata a livello di stabilita degli mRNA. Se i granuli da noi osservati
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fossero simili agli SG di mammifero, CCR4 potrebbe forse essere coinvolto nella loro
formazione. Si pud azzardare I’ipotesi che i granuli ai quali si associa Not4p siano: P-
bodies che dopo stress accumulano fattori di inizio della traduzione e fattori proteasomali,
tra i quali Not4p e il complesso CCR4-NOT. Per identificare la natura di questi siti di
accumulo sara necessario verificare la eventuale co-localizzazione di regolatori del
decapping, di componenti del proteasoma e/o di fattori di inizio della traduzione con la
proteina Not4p.

Non ¢ da da escludere che i foci citoplasmatici derivino da attivita di Not4p indipendenti
dal complesso visto che la proteina pud esistere nella cellula in forma libera e non
associata.
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I risultati principali di questo lavoro hanno messo in evidenza nuovi e importanti ruoli di
Not4p nel controllo del metabolismo delle fonti di carbonio in lievito con meccanismi i cui
componenti sono ancora sconosciuti € hanno sottolineato ancora una volta la differente
fisiologia dei due lieviti. Infatti Not4p controlla il metabolismo fermentativo in K. lactis
ma non in S. cerevisiae, e controlla il metabolismo respiratorio in entrambi i lieviti ma in
modo molto diverso.

Per quanto riguarda lo stress ossidativo i risultati hanno confermato il recente dato di
letteratura (Lenssen et al., 2002) che attribuisce al complesso CCR4-NOT il ruolo di
repressore dei fattori di trascrizione Msn2p e Msn4p, i quali inducono I’espressione di geni
per la risposta allo stress ossidativo. Allo stesso tempo, 1 risultati hanno messo in evidenza
che il complesso reprime fattori che inducono i geni da stress diversi da Msn2/4p e che
Not4p si accumula in granuli citoplasmatci in condizioni di stress ossidativo. La natura di
questi granuli sara oggetto delle prossime ricerche. Infine la scoperta dell’interazione tra
NOT4 e MPK1 mette in luce che il complesso CCR4-NOT sia coinvolto non solo nella
risposta allo stress ossidativo ma anche nello stress di parete cellulare: Mpkl1 ¢ infatti un
componente di una via di trasduzione che protegge la parete dagli stress esterni, quali 1’alta
osmolarita.

Dal momento che K. /actis mostra un metabolismo prevalentemente respiratorio, questo
organismo costituisce un sistema modello, complementare e spesso preferibile a S.
cerevisiae, per lo studio dei complessi fenomeni cellulari che si verificano nelle cellule
superiori. Sara quindi interessante e utilie studiare il ruolo di Notdp e del complesso
CCR4-NOT nella regolazione della risposta cellulare allo stress ossidativo in questo
lievito.
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