GRANO ED ECCESSO DI RAME: PUO’ IL TOCOFEROLO INIBIRE L’AZIONE DELLA FOSFOLIPASI A?

Wheat subjected to copper excess: can tocopherol inhibit phospholipase A activity?
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Sommario

Piante di grano (Triticum durum cv. Adamello) sono state incubate in una soluzione contenente CuSO4 100 μM per differenti periodi di tempo (da 1 a 960 minuti). Le radici già dopo 1 min di incubazione hanno presentato un aumento del contenuto di rame. In corrispondenza del contenuto massimo degli isomeri del tocoferolo è stato registrato un minimo livello dei lisati dei fosfolipidi, conseguenza di una disattivazione della fosfolipasi A2 (PLA2), enzima in grado di catalizzare l’idrolisi del legame sn-2 acil estere dei glicerofosfolipidi formando lisofosfolipidi ed acidi grassi liberi.
Summary

Seedlings of Brassica napus were incubated in a solution containing 100 μM CuSO4 for different times (from 1 to 960 minutes). Copper accumulated into the roots during the whole experiment. When the contents of the isomers of tocopherol were maxima we observed a minimum level of lisophospholipids, following an inactivation of phospholipase A2 (PLA2), enzyme that catalizes the hydrolysis of sn-2 acil-ester bond of glicerophospholipids giving rise to lisophospholipids and free fatty acids.
Introduzione

Il rame è un micronutriente essenziale per la crescita delle piante, tuttavia se presente in eccesso provoca stress ossidativo dando origine a reazioni “tipo Fenton” che determinano la formazione di specie reattive dell’ossigeno (ROS). Queste, oltre a danneggiare direttamente i componenti cellulari, possono funzionare da molecole segnale modulando l’attività genica ed inducendo la sintesi di enzimi antiossidativi. A livello di membrana è stata dimostrata inoltre l’attivazione di fosfolipasi con la conseguente degradazione dei fosfolipidi e la contemporanea formazione di messaggeri lipidici come l’acido fosfatidico. Tra le varie fosfolipasi, la fosfolipasi A2 (PLA2) rappresenta una classe di enzimi in grado di catalizzare l’idrolisi del legame sn-2 acil estere dei glicerofosfolipidi formando lisofosfolipidi ed acidi grassi liberi. Un vario numero di funzioni sono stimolate dalla PLA2 che media l’azione di elicitori fungini e le risposte ossidative ad essi correlate. Tuttavia, i lisofosfolipidi e gli acidi grassi liberi possono perturbare la struttura delle membrane con drastiche conseguenze strutturali.

Il tocoferolo (vitamina E) è la principale molecola di membrana con funzioni antiossidative. Il suo ruolo principale è quello di prevenire il danno ai tessuti inibendo la perossidazione lipidica ed eliminando le ROS, come l’anione superossido e l’ossigeno singoletto (Fukuzawa et al., 1997). Tra i ruoli non antiossidativi è stato dimostrato che il tocoferolo nelle cellule animali può inibire l’attività della PLA2 e che i suoi isomeri presentano un’efficacia diversa in tale azione. L’ α-tocoferolo risulta la forma più attiva della vitamina E mentre gli altri isomeri (-, (- e (-tocoferolo mostrano un’attività inibente nei confronti della PLA2 di grado inferiore. 
Lo scopo del presente lavoro è stato quello di studiare in radici di grano (Triticum durum cv Adamello) trattate con eccesso di rame, l’azione inibente dei diversi isomeri del tocoferolo sull’attività della PLA2, già dimostrata in cellule animali. 

Materiali e metodi

Piante di grano (Triticum durum cv Adamello) sono state fatte crescere in condizioni controllate per 14 giorni in coltura idroponica di Hogland, rinnovata ogni 3 giorni. Al momento del prelievo, le radici delle piante intere sono state lavate ed immerse in una soluzione di MOPS/NaOH 5 mM (pH6) contenente CuSO4 100 μM per periodi crescenti di tempo (da 1 a 960 minuti). Terminato il periodo di incubazione, le piante sono state tagliate al colletto, le radici desorbite con Pb(NO3)2 5 mM ed è stato determinato il contenuto di rame secondo quanto riportato da Izzo et al. (1991). I lipidi sono stati estratti con una miscela di cloroformio/metanolo (2:1, v/v) contenente BHT come antiossidante. La separazione e l’analisi dei lipidi sono state eseguite utilizzando tecniche cromatografiche in accordo a Quartacci et al. (2002). La separazione cromatografica dei lisati dei fosfolipidi è stata ottenuta utilizzando come eluente la miscela composta da cloroformio:metanolo:acido acetico:acqua (85:15:10:3.5, in vol.). L’analisi quantitativa dei lisati è stata effettuata mediante determinazione del contenuto di fosforo secondo quanto riportato da Rouser et al. (1970). Il contenuto di tocoferolo è stato quantizzato mediante HPLC a fase inversa con detector elettrochimico. L’identificazione degli isomeri di tocoferolo è stata effettuata mediante co-cromatografia HPLC con α-, β-, γ- e δ-tocoferolo standard (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) e la quantificazione è stata ottenuta usando una curva standard nell’intervallo 25-75 ng di miscele contenenti i vari isomeri. Il tocoferolo è stato espresso sulla base del contenuto di fosforo.
Risultati e Discussione

Nelle radici il contenuto di rame ha mostrato un rapido incremento già dopo 1 min di trattamento raggiungendo alla fine della sperimentazione un valore di circa 15 volte più elevato rispetto al controllo (Fig. 1). 
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Fig. 1. Contenuto di rame nelle radici di Triticum durum cv. Adamello incubate con 100 μM CuSO4 per periodi di tempo crescenti (da 1 a 960 minuti).
L’α-tocoferolo ha mostrato dopo 1 min di trattamento un incremento del 37% rispetto al controllo ed una diminuzione del 24% a 5 min. Dopo 15 min abbiamo un ritorno ai valori del controllo e successivamente un decremento, raggiungendo a fine sperimentazione un livello più basso del 68% rispetto al controllo (Fig. 2).
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Fig. 2. Contenuto di α-tocoferolo nelle radici di Triticum durum cv Adamello incubate con 100 μM CuSO4 per periodi di tempo crescenti (da 1 a 960 minuti). Il controllo è rappresentato dalla linea orizzontale (0,63 μg/μmoli Pi ± 0,035).
Il γ-tocoferolo ha subíto un decremento del 46% a 5 min e a parte un leggero aumento del 21% a 10 min rispetto al valore precedente, il suo contenuto è continuato a decrescere fino a 120 min dove abbiamo riscontrato un valore minore dell’80% rispetto al controllo. A partire da 360 min si è verificato un aumento dell’isomero ritornando a valori prossimi al controllo a fine sperimentazione (Fig. 3).
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Fig. 3. Contenuto di γ-tocoferolo nelle radici di Triticum durum cv Adamello incubate con 100 μM CuSO4 per periodi di tempo crescenti (da 1 a 960 minuti). Il controllo è rappresentato dalla linea orizzontale (0,79 μg/μmoli Pi ± 0,15).
Il δ-tocoferolo, presente in quantità 10 volte inferiore rispetto agli altri due isomeri, ha mostrato una diminuzione del 22% nell’intervallo di tempo compreso tra 1 e 15 min, tornando a valori prossimi al controllo dopo 30 min, per poi dimezzarsi a 60 e 120 min rispetto al testimone. Non è stata rilevata la presenza di questo isomero negli ultimi due prelievi (Fig. 4).
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Fig. 4. Contenuto di δ-tocoferolo nelle radici di Triticum durum cv Adamello incubate con 100 μM CuSO4 per periodi di tempo crescenti (da 1 a 960 minuti). Il controllo è rappresentato dalla linea orizzontale (0,059 μg/μmoli Pi ± 0,00175).
Poiché α- e γ-tocoferolo sono considerati i principali antiossidanti nei casi di stress ossidativo, sono stati riportati la somma dei loro valori per vedere il loro andamento complessivo (Fig. 5).
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Fig. 5. Somma dei contenuto di α- e γ-tocoferolo nelle radici di Triticum durum cv Adamello incubate con 100 μM CuSO4 per periodi di tempo crescenti (da 1 a 960 minuti). Il controllo è rappresentato dalla linea orizzontale (1,42 μg/μmoli Pi ± 0,0925).
Con l’intensificarsi dello stress il contenuto di tocoferolo presenta la tendenza alla diminuzione (Figs. 2-4) indicando una utilizzazione di questa molecola come antiossidante. Tuttavia l’α-tocoferolo presenta ad 1 min di trattamento un incremento che potrebbe indicare il coinvolgimento di questo isomero nella risposta precoce allo stress avendo esso, oltre che funzione antiossidativa anche quella di partecipare alla trasduzione del segnale ed alla regolazione dell’espressione genica (Azzi et al., 2004).

Il fatto che il γ-tocoferolo mostra dopo 120 min di trattamento un incremento (Fig. 3) al contrario di α-tocoferolo (Fig. 2) conferma il fatto che i due isomeri presentano ruoli differenti (Azzi e Stocker, 2000). Infatti, nonostante il γ-tocoferolo sia un omologo dell’ α-tocoferolo con capacità simile di inibire la perossidazione lipidica, il γ-tocoferolo presenta la capacità peculiare di proteggere le membrane dai radicali liberi azotati (perossinitrito, ossido nitrico).
Il δ-tocoferolo (Fig. 4), sia per il suo basso contenuto rispetto ai precedenti isomeri che per la sua scomparsa dopo 120 min, si può ritenere eserciti un ruolo marginale nelle radici di grano durante il trattamento con rame.
Lisofosfatidilcolina (LPC) dopo 1 min di trattamento ha mostrato un decremento dei livelli rispetto al controllo, attestandosi successivamente a valori prossimi al controllo. A partire da 30 minuti e fino a 360 min il livello della LPC è rimasto pressoché invariato con un valore di circa due volte più elevato del controllo. A fine sperimentazione, il livello di LPC è incrementato notevolmente raggiungendo un valore di circa 4 volte piú elevato rispetto al non trattato (Fig. 6).
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Fig. 6. Contenuto della LPC in radici di Triticum durum cv Adamello incubate con 100 μM CuSO4 per periodi di tempo crescenti (da 1 a 960 minuti). Il controllo è rappresentato dalla linea orizzontale (1,41 ± 0,175).
Analogo andamento è stato riscontrato per la lisofosfatidiletanolammina (LPE) e per l’acido lisofosfatidico (LPA), registrando a fine sperimentazione un livello superiore al controllo di circa 3 e 6 volte rispettivamente per LPE (Fig. 7) e LPA (Fig. 8).
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Fig. 7. Contenuto di LPE in radici di Triticum durum cv Adamello incubate con 100 μM CuSO4 per periodi di tempo crescenti (da 1 a 960 minuti). Il controllo è rappresentato dalla linea orizzontale (1,44 ± 0,465).
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Fig. 8. Contenuto di LPA in radici di Triticum durum cv Adamello incubate con 100 μM CuSO4 per periodi di tempo crescenti (da 1 a 960 minuti). Il controllo è rappresentato dalla linea orizzontale (0,70 ± 0,00135).
I vari tocoferoli presentano un’efficacia diversa per quanto riguarda la capacità di proteggere le membrane dall’idrolisi della PLA2. In particolare è stato stimato che la maggiore azione viene compiuta dall’α-tocoferolo con una capacità di inibizione dell’enzima del 75%, mentre il γ-tocoferolo presenta una capacità di inibizione del 30% ed il δ –tocoferolo non mostra alcuna capacità inibente (Grau e Ortiz, 1998). La capacità di α- e γ-tocoferolo di inibire la PLA2 è stata verificata anche nel nostro esperimento, infatti al diminuire del contenuto di α- + γ-tocoferolo (Fig. 5) è corrisposta un’attivazione dell’enzima, dimostrata dall’aumento dei lisati dei fosfolipidi (Figs. 6-8).

Conclusioni
Il tocoferolo è in grado di inibire l’attività della PLA2 grazie alle differenti strutture chimiche dei suoi isomeri ed alle loro distinte modulazioni delle proprietà fisiche dei lipidi di membrana. Nel nostro esperimento l’isomero α-tocoferolo è risultato quello più efficace nell’azione di inibizione della PLA2. E’ noto che i lisati determinano un effetto destabilizzante sulle membrane biologiche per cui il complesso tra LPC ed α-tocoferolo può determinare un effetto protettivo sulle membrane biologiche contrastando l’azione della PLA2. Infatti, dopo 1 min di trattamento, è stato registrato il livello piu basso dei tre lisati in corrispondenza del piú alto contenuto dell’isomero α che, localizzato nella regione polare delle membrane, vicino all’interfaccia, può facilmente modulare l’attività della PLA2. 
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