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Relazione scientifica sui risultati dell'attività di ricerca svolta presso l’Università dell’Iowa nell’ambito della “Short term mobility” – Michael Pusch
Gli scopi iniziali del progetto di ricerca erano 1) di determinare il “flux-ratio-exponent” per il canale del cloruro CLC-0, che serve come modello per i canali CLC in generale e 2) di sviluppare un modello Markoviano con una base chimico-fisica per il meccanismo dell’accopiamento del antiporto di protoni e ioni cloruro per le proteine trasportatrici 

CLC.

Obiettivi

Per quanto concerne il punto 1 del programma abbiamo incontrato una difficoltà non superabile di fornitura del isotopo Cl36 che era necessario per svolgere gli esperimenti pianificati.  Ci eravamo reso conto relativamente presto di questo problema e abbiamo potuto formulare un programma alternativo di ricerca con scopi molto simili a quello originale, cioe’ esperimenti mirati alla comprensione dell’meccanismo di permeazione degli canali e trasportatori CLC. Il progetto si basa sull’osservazione che esiste una differenza qualitativa delle proprietà di permeazione tra vari canali CLC: mentre i canali ClC-0 (Torpedo), ClC-2 (umano) e ClC-Ka (umano) mostrano una dipendenza lineare della corrente del singolo canale dal potenziale elettrico (Ludewig et al, 1997; Zifarelli & Pusch, 2007), il canale ClC-1 (umano, muscolo scheletrico) si distingue da una fortissima rettificazione entrante (“inward rectification”), cioè le correnti “in uscita” che corrispondono ad un’entrata di ioni cloro dal lato extracellulare al lato intracellulare, sono fortemente ridotte rispetto alle correnti “in entrata” (Pusch et al, 1994). La base molecolare di questo comportamento è ignota. Lo scopo della ricerca che abbiamo iniziato a Iowa City era di comprendere le basi molecolari di queste differenti proprietà di conduzione ionica. 

Da un lato questa domanda è di interesse per capire bene le proprietà del canale al cloro muscolare. Infatti, una delle domande pertinenti è se la rettificazione del canale ClC-1 è importante per il suo funzionamento nel muscolo. In particolare è ragionevole ipotizzare che la rettificazione serve per ridurre il contributo del ClC-1 alla conduttanza della membrana plasmatica a potenziali positivi per non sopprimere il potenziale d’azione che induce la contrazione muscolare. 

Dall’altro lato, una comprensione delle basi molecolari della rettificazione del ClC-1 è un prerequisito per capire meglio il motivo per le differenti proprietà di permeazione dei vari membri CLC. In particolare, l’approccio da noi preso darà uno spunto per uno studio generalizzato delle proprietà di permeazione dei canali e trasportatori CLC. In questo rispetto è stato un particolare vantaggio di svolgere questi studi nel laboratorio del prof. Accardi in quanto è uno dei pochi laboratori al mondo in cui è possibile studiare le proteine di trasporto sia al livello funzionale sia con metodi strutturali come la cristallografia a raggi X e la microcalorimetria. 

Per quanto riguarda il secondo punto del programma previsto (modello Markoviano per il trasporto) abbiamo sviluppato un framework che forma la base di un modello che descrive in modo quantitativo il meccanismo del accoppiamento dei trasportatori  cloruro/protoni CLC.

Risultati

Per individuare la base molecolare delle differenti proprietà dei canali ClC-0, ClC-K e ClC-2 in paragone con il ClC-1 abbiamo alienati le sequenze amminoacidiche dei quattro canali e abbiamo selezionato tutti gli amminoacidi che sono diversi del ClC-1 ma uguali negli altri tre. In totale sono 7 amminoacidi del ClC-1 che si possono individuare in tale modo: S139, G222, V229, R334, A423, I479 e G483.  Abbiamo quindi costruito 7 mutazioni puntiformi (S139I, G222A, V229L, R334K, A423T, L479V e G483A) cambiando l’amminoacido che si trova nel ClC-1 in quello che è presente nel ClC-0 e abbiamo studiato le proprietà biofisiche di questi 7 mutanti espressi in oociti di Xenopus laevis utilizzando il voltage-clamp a due microelettrodi. Tra i 7 mutanti quattro mostravano delle proprietà molto simili al canale “wild-type” ClC-1 (S139I, G222A, R334K, A423T, I479V) mentre i due mutanti V229L e G483A mostravano un fenotipo molto interessante: entrambi mutanti riducono fortemente la rettificazione visibile nel ClC-1.

Partendo da questo risultato promettente iniziale abbiamo cominciato a introdurre delle mutazioni analoghe sia nel canale ClC-0 sia nel trasportatore batterico ClC-ec1. Per il canale ClC-0 i lavori stanno ancora procedendo (nel mio laboratorio a Genova). Nel trasportatore ClC-ec1 abbiamo introdotto le mutazioni I356G e I356A (corrispondenti alla posizione 483 del ClC-1) e L145A e L145V (corrispondenti alla posizione 229 del ClC-1). Per i mutanti batterici abbiamo svolto esperimenti di trasporto delle proteine incorporate in liposomi e abbiamo verificato solo lievi cambiamenti funzionali. Sono in progresso ulteriori esperimenti di microcalorimetria e di determinazioni strutturali con raggi X con lo scopo di verificare se i mutanti alterano le proprietà di legame del cloruro e/o la struttura tridimensionale. Inoltre sono programmati doppie mutazioni che alterano entrambi gli ammino-acidi (sia nel ClC-1 sia nel ClC-1). 

Nella struttura del ClC-1 i due amminoacidi L145 e I356 si trovano abbastanza vicini uno all’altro e entrambi sono vicini ad un sito di legame dal cloro. Partendo da questa osservazione stiamo programmando ulteriore mutazioni nelle vicinanze del sito di legame del cloruro esterno.

Per quanto riguarda il secondo punto del programma scientifico, abbiamo concluso che un elemento chiave del meccanismo di accoppiamento del trasporto cloruro/protoni è probabilmente la scissione di una molecola d’acqua come abbiamo già proposto per il canale della Torpedo (Zifarelli et al, 2008).

Conclusioni

Certamente, non è stato possibile in questo breve periodo di concludere il progetto di ricerca. Però, i nostri esperimenti hanno dato dei risultati iniziali molto promettenti e hanno permesso di avviare un progetto di ricerca in collaborazione con il prof. Accardi che ha un ampio respiro sia da punto di vista tecnico (si applicano svariati metodi complementari) sia da un punto di vista scientifico. Infatti, l’approccio di studiare i meccanismi di permeazione in parallelo in varie isoforme CLC permetterà di arrivare a conclusioni di rilevanza per tutta la famiglia di queste proteine. 

Con l’istaurare di questa collaborazione con il prof. Accardi si è aperta inoltre una prospettiva a lungo termine per svolgere progetto di ricerca in comune e per scambiare persone in formazione tra i due laboratori.
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