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Background: Il genoma mitocondriale (mtDNA) è organizzato in complessi nucleoproteici denominati nucleoidi mitocondriali (cromatina mitocondriale). Ciascun nucleoide contiene più copie del mtDNA e ne costituisce l’unità ereditaria. Le dinamiche e i dettagli molecolari che sono alla base del mantenimento e della trasmissione ereditaria del mtDNA sono ancora da decifrare. Molte proteine dei nucleoidi non hanno una funzione nota o hanno attività metaboliche apparentemente non correlate all’espressione del mtDNA, tuttavia, la loro presenza è richiesta  per la stabilità del mtDNA. Varie patologie nell’uomo sono riconducibili all’instabilità del mtDNA a causa di mutazioni in geni nucleari i cui prodotti sono destinati alla biogenesi della cromatina mitocondriale. 

Lo scopo del soggiorno è quello di impostare un originale approccio sperimentale per lo studio delle proprietà strutturali e funzionali della cromatina mitocondriale, combinando il potente sistema genetico del lievito S. cerevisiae e le innovative tecnologie basate sui biosensori con rapido accoppiamento della “Surface Plasmon Resonance“ (SPR and SPRi) e ProteinChip, sviluppate presso il  LBPA. Tale approccio consiste nel monitorare la capacità di binding selettivo di proteine mitocondriali a segmenti selezionati di mtDNA, immobilizzati su superfici “gold”, e caratterizzare il pattern delle proteine ritenute mediante eluizione dalla superficie ed analisi tramite spettrometria di massa SELDI (surface-enhanced laser desorption/ionization) basata su ProteinChip.

Genoma mitocondriale e DNA target

Il genoma mitocondriale di S. cerevisiae è stato purificato dal ceppo FY1679, di cui è nota la sequenza completa (85779bp)(Foury et al. 1998). Il mtDNA è stato usato come stampo al fine di generare frammenti PCR di specifiche regioni del mtDNA. In particolare, sono state scelte 6 regioni distinte del mtDNA che comprendono due diverse origini di replicazione, una regione intergenica,  due differenti regioni codificanti rRNA15S e una codificante la subunità ATP9 del complesso dell’ATP sintasi. Le 6 coppie di primers sono state disegnate in modo tale da avere un Tm paragonabile (valori compresi tra 53-55°C). I primers “forward” sono stati marcati in 5’ con SH [ThiC6 TTTTT] per assicurare l’ancoraggio del DNA alla superficie reattiva nelle misurazioni SPRi. Più reazioni sono state necessarie per ottenere quantità di DNA adeguate per ciascun frammento. I prodotti di PCR ottenuti (410bp, 490bp, 507bp 770bp, 871bp e 925bp) sono stati purificati. quantificati ed utilizzati come probes nelle analisi SPRi.

Estratto proteico mitocondriale. 

Nel presente studio è stato utilizzato il ceppo di S. cerevisiae BY4741 del quale è nota la sequenza dell’intero genoma e del quale disponiamo di mutanti deleti  di componenti essenziali alla formazione e mantenimento dei nucleoidi. I mitocondri sono stati isolati mediante la procedura descritta da Meisinger et al.(2000). L’estratto mitocondriale è stato preparato mediante lisi dei mitocondri in 0.5% di NP40 in presenza di inibitori di proteasi. Dopo centrifugazione il sovranatante chiarificato è stato dializzato contro un buffer compatibile con l’analisi SPR.

Surface Plasmon Resonance Imaging (SPRi). La superficie reattiva per le misurazioni SPRi consiste in prismi (biosensori) composti di materiale  ad alto indice di rifrazione con la superficie ricoperta di uno strato sottile d’oro. Tale superficie è trattata in modo da fissare il DNA da analizzare (Bouffartigues et al. 2007). 

Una prima deposizione (spotting) dei sei amplificati di  mtDNA è stata effettuata a varie concentrazioni (5-10 mM) tramite robot e incubata overnight per facilitare la deidratazione e l’adesione dei campioni DNA-Sh alla superficie. Il prisma è stato poi montato  nell’apparato SPRi e trattato dapprima con la proteina batterica H-NS purificata per controllare l’effettiva capacità di ritenzione sui campioni di DNA depositati e per identificare ciascuno spot in maniera inequivocabile. Infatti, dopo l’incubaione con la proteina H-NS, gli spots erano visualizzati dalla variazione nella percentuale di riflettività conseguente all’interazione proteina-DNA e delineati come cerchi sull’immagine dal software SPRi. Dopo aver calibrato l’apparato con questo espediente,  la proteina H-NS è stata rimossa eluendo con soluzione salina e sostituita con l’estratto mitocondriale. Tutti gli spots erano chiaramente rilevabili dal dispositivo CCD indicando che ciascuna regione del mtDNA amplificato riteneva materiale. Questo esperimento è stato ripetuto più volte utilizzando concentrazioni diverse di proteine mitocondriali fino ad ottenere condizioni ottimali di visualizzazione degli spots durante il binding e la loro scomparsa durante la successiva eluizione salina. 

ProteinChip Mass Spectrometry (SELDI)
L’eluato recuperato dai prismi era successivamente trattato per essere sottoposto ad analisi di spettrometria di massa SELDI. In questa analisi veniva caricato come controllo anche l’estratto totale mitocondriale di partenza. Gli spettri ottenuti hanno rivelato nell’eluato la presenza di vari picchi, corrispondenti a proteine di vario peso molecolare, che costituiscono soltanto una frazione dell’estratto totale, suggerendo una selettività di binding ai DNA targets. Questi risultati sono importanti perché indicano che, in esperimenti fatti su più larga scala,  sarà possibile  l’identificazione delle proteine legate ai singoli spots accoppiando l’analisi MS/MS. A tal fine è stata valutata la possibilità di caricare per ogni specie di frammento di  mtDNA quantità  significativamente maggiori come spots su singoli prismi. Le implicazioni riguardo alle informazioni che si potranno ottenere con l’utilizzo di specifici mutanti deleti sono rilevanti per l’avanzamento della conoscenza sulle interazioni multiple proteine-proteine-DNA che determinano la formazione della cromatina mitocondriale.

L’incontro tra le tecnologie emergenti sviluppate presso l’ENS-LBPA e le problematiche inerenti la comprensione dei meccanismi che sono alla base della biogenesi dell’unità ereditaria mitocondriale, ha consentito una complementazione interdisciplinare inedita di grande potenziale innovativo, suscitando entusiasmo ed interesse in entrambi i gruppi di ricerca e ponendo le basi per dare inizio ad una proficua collaborazione internazionale. 

