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TEMATICHE DI RICERCA

L’ attivita di ricerca della dott.ssa Castagna si ¢ svolta in larga parte nel lab. della prof.ssa Franca V.
Sacchi del Dip. di Scienze Farmacologiche e Biomolecolari dell’Universita degli Studi di Milano. Gli

argomenti di ricerca sono stati i seguenti:

- Analisi struttura/funzione di trasportatori di amminoacidi, neurotrasmettitori e ioni

- Caratterizzazione del trasporto passivo di acqua indotto da trasportatori di soluti della famiglia
NSS/SLCé.

- Caratterizzazione biofisica della membrana plasmatica di oociti di Xenopus laevis mediante

microscopia a forza atomica (AFM)

- Studio dello stress ossidativo correlato al fenomeno dell’eriptosi, morte cellulare per apoptosi degli

eritrociti.

Analisi struttura/funzione di trasportatori di amminoacidi e neurotrasmettitori appartenenti alla
famiglia NSS/SLCB6.

Dopo aver ottenuto il clonaggio per espressione funzionale del trasportatore di amminoacidi K*

dipendente KAATL, la Dott.ssa Castagna si € occupata della caratterizzazione funzionale di questo
trasportatore sia dal punto di vista della specificita di substrato che per quanto riguarda il meccanismo
di trasporto.

La proteina KAAT1 fa parte di una famiglia di trasportatori di neurotrasmettitori Na* e Cl- dipendenti,
denominata NSS /SLC6 ma presenta alcune caratteristiche funzionali, quali la capacita di utilizzare
come ioni driver sia il Na* che il K™ che il Li* ed una specificita di substrato dipendente dal catione
presente, che sono pressoché uniche ed ¢ stata pertanto utilizzata come modello per 1’analisi struttura/
funzione nell’ambito della famiglia. L’indagine ha permesso di identificare, attraverso diversi
approcci, alcuni dei determinanti strutturali dell’attivita di trasporto di KAAT1 ma anche del

trasportatore omologo CAATCH1 e del trasportatore di GABA GAT1.



L’analisi delle conseguenze indotte dalla mutazione del residuo Glu59 nell’attivita di trasporto di
KAAT1 ha permesso di mettere in evidenza come questo residuo, particolarmente conservato nei

membri eucarioti della famiglia, sia critico per 1’organizzazione tridimensionale del trasportatore.

Abbiamo potuto stabilire il ruolo di un altro residuo altamente conservato nei membri della famiglia
NSS/SLCS6, la GIn 291 del trasportatore del GABA GAT1. Questo residuo si e rivelato critico per
I’attivita di trasporto di GAT1 tanto da non poter essere sostituito da nessun altro amminoacido e lo
studio delle conseguenze della sua mutazione ci hanno portato a concludere che il residuo sia
coinvolto nell’interazione con lo ione driver Na* o nel permettere ’accesso del catione al

trasportatore.

La mutazione invece di un residuo non conservato nella famiglia, ma presente nei due trasportatori
K* dipendenti KAAT1 e CATCHI, I’Asp 338, ha rivelato come questo residuo sia essenziale per il
riconoscimento del K™ da parte di KAATI e per I’accoppiamento dei flussi di aminoacido e di cationi.
Interessante rilevare come i risultati delle ricerche sopra citate siano state confermate poco dopo dalla
risoluzione della struttura tridimensionale di un membro della famiglia, il trasportatore batterico LeuT
(YYamashita et al. Nature 2005), in cui si € messo in evidenza come il residuo corrispondente alla
posizione del Glu 59 di KAATI faccia parte dell’internal gate del trasportatore, mentre i residui
corrispondenti alla Gln 291 di GAT1 e all’Asp338 di KAAT1 facciano parte del sito di binding dei

cationi.

Dal confronto della sequenza amminoacidica dei trasportatori KAAT1 e CAATCHL e stato possibile
indagare i domini strutturali responsabili della specificita di substrato di queste proteine. KAAT1 e
CAATCHI1 sono state entrambe clonate dall’intestino di larva di lepidottero ma presentano
caratteristiche di trasporto differenti in termini di specificita di substrato trasportato in funzione dei
cationi presenti e, attraverso un approccio biomolecolare basato sulla costruzione di chimere tra le
due proteine, é stato possibile stabilire come il dominio proteico presente tra i segmenti
transmembrana 4 e 8 siano responsabili della specificita di substrato.

Sulla base di queste informazioni, attraverso mutagenesi sito diretta, € stato possibile successivamente
stabilire come il residuo di Ser 308, presente nel segmento transmembrana 6 e facente parte del sito
di legame per I’amminoacido, sia responsabile delle transizioni conformazionali che consentono il

raggiungimento da parte del trasportatore della conformazione rivolta verso I’ambiente intracellulare.



Mediante un approccio basato sul “second site suppressor analysis” e stato possibile stabilire come
I’interazione del residuo di Lys 102, localizzato nel segmento transmembrana 2 con I’Asp338,
localizzato nel segmento transmembrana 7 di KAATL, sia importante per 1’organizzazione
tridimensionale del sito di legame dei cationi e della via di permeazione. Il lavoro € stato svolto in
collaborazione con il gruppo del Prof. Gary Rudnick della Yale University (USA) che ha analizzato
le stesse mutazioni in un membro batterico della famiglia confermando il ruolo svolto da questi

residui.

Tramite alanine e cysteine scanning nel trasportatore KAAT1 é stata indagata anche una regione
altamente conservata nella famiglia e costituita da una sequenza di 3 glicine consecutive (Gly 85-
Gly87), localizzate nel primo loop extracellulare di KAATL1 tra i segmenti transmembrana TM1 e
TMZ2. Precedenti analisi condotte su altri membri della famiglia avevano suggerito un ruolo distinto
per la regione nei diversi trasportatori, per cui abbiamo voluto stabilire se la tripletta di glicine
giocasse un ruolo specifico nella capacita di trasporto di KAAT1. Il meccanismo di trasporto indicato
suggerito per i trasportatori della famiglia SLC6 prevede che i segmenti transmembrana 1, 2, 6 e 7
formino un fascio di quattro eliche associate, coinvolte in un movimento a “rocket bundle” rispetto
agli altri domini transmembrana (scaffold), consentendo transizioni conformazionali essenziali per il
flusso dei substrati. | nostri i risultati hanno indicato che il meccanismo di trasporto richiede anche
movimenti reciproci tra i TM1 e TM2, che sono permessi dalla flessibilita conferita dalla tripletta di

glicine interposta.

Recentemente in KAAT1 abbiamo indagato anche il ruolo del residuo specifico di Treo 67 posto tra
due residui facenti parte rispettivamente del sito Il e del sito | di legame per il sodio, individuati nel
modello strutturale LeuT. La Treo 67 ha mostrato giocare un ruolo rilevante nell’interazione tra ione
driver e substrato amminoacidico, nell’ interazione con lo ione cloruro e nel riconoscimento del
substrato amminoacidico e mettendo quindi in evidenza la presenza di un network che collega i siti

di legame per gli ioni e quello per il substrato amminoacidico nei trasportatori della famiglia SLC6.

Analisi del ruolo dello ione CI" nel meccanismo di trasporto dei membri della famiglia NSS/SLCS6.

La famiglia NSS/SLC6 é stata inizialmente definita come famiglia di trasportatori Na/Cl dipendenti,
tuttavia la dipendenza dallo ione cloruro si e rivelata poi essere una prerogativa solo dei membri
eucarioti della famiglia.

Questo aspetto é stato studiato anche nei trasportatori di insetto KAAT1 e CAATCHL rivelando una

parziale dipendenza dallo ione cloruro. Tale caratteristica € stata osservata anche in altri trasportatori



della famiglia di origine epiteliale suggerendo che la dipendenza dallo ione cloruro possa essere

correlata alla localizzazione dei trasportatori.

Un meccanismo di trasporto inverso di neurotrasmettitori e stato suggerito per molti condizioni
patologiche tra cui anche gli attacchi epilettici, per questo motivo abbiamo voluto studiare questo
fenomeno anche nel trasportatore GAT1. In particolar modo abbiamo voluto valutare il ruolo svolto
dal ClI- in questo processo dimostrando come un abbassamento della concentrazione intracellulare
dello ione riduca sia le correnti in uscita che 1’efflusso di neurotrasmettitore indotte da GAT]I.
Interessante notare che questo fenomeno e stato osservato riducendo la concentrazione di ClI-
intracellulare attraverso la co-espressione del cotrasportatore KCC2 che media 1’efflusso di K+ e di
Cl-, suggerendo che il trasporto inverso di GABA possa essere fisiologicamente regolato durante lo
sviluppo neuronale precoce, analogamente alle alterazioni funzionali che si possono osservare nei
recettori GABA e che sono causati dall'attivita di KCC2.

Caratterizzazione del trasporto passivo di acqua indotto da trasportatori di soluti della famiglia
NSS/SLCS6.

Il trasporto dell’acqua attraverso la membrana plasmatica rappresenta un processo fondamentale per
la funzionalita cellulare e numerosi studi indicano che i cotrasportatori di soluti possano essere
coinvolti in questo fenomeno. Abbiamo pertanto voluto analizzare il trasporto passivo di acqua
indotto da alcuni membri della famiglia NSS/SLC6 in presenza di gradienti osmotici ed in assenza di
substrato trasportato. Tutti i trasportatori da noi considerati, GAT1, KAAT1, CAATCHL1 e LeuT
hanno mostrato la capacita di indurre un trasporto passivo di acqua quando sottoposti a condizioni
iposmotiche e la via di permeazione seguita dall’acqua appare condivisa con 1 substrati. Interessante
notare che anche il trasportatore LeuT sia in grado di indurre un trasporto passivo di acqua sebbene
molecole di acqua non siano state rilevate nei siti di legame occupati dai substrati nella struttura

cristallina del trasportatore.

Caratterizzazione funzionale dei trasportatori del ferro Nrampl ed Narmp2 da Dictyostelium

discoideum.

D. discoideum costituisce un modello utile per lo studio dell’omeostasi cellulare dello ione ferro
poiché possiede diverse proteine coinvolte in questo processo. Mediante espressione funzionale in
oociti di X. laevis abbiamo caratterizzato ’attivita di trasporto delle proteine Nrampl ed Nramp?2.
Nrampl, al pari dell’ortologo di mammifero appartenente alla famiglia dei cotrasportatori SLC11, €

localizzato sui fagosomi e media 1’efflusso H+ dipendente di ferro, mentre la proteina Nramp2 media



il trasporto di ferro all’interno del vacuolo contrattile di D. discoideum. Queste proteine appaiono
quindi controllare in sinergia 1’omeostasi dello ione, aspetto fondamentale per la sopravvivenza

cellulare.

Caratterizzazione biofisica della membrana plasmatica di oociti di Xenopus laevis mediante

microscopia a forza atomica (AFM)

L’AFM ¢ una tecnica di microscopia innovativa che permette di ottenere immagini tridimensionali
delle superfici esaminate con risoluzione sub-nanometrica. Tale tecnica si € rivelata molto utile per
analisi strutturali di proteine di membrana e a tal fine abbiamo voluto analizzare la membrana
plasmatica degli oociti di Xenopus laevis, un modello cellulare ampiamente utilizzato per
I’espressione funzionale di proteine esogene. Sono stati approntati nuovi protocolli che c¢i hanno
permesso di analizzare sia il lato extracellulare che quello intracellulare della membrana plasmatica.
I dati raccolti hanno confermato che I’AFM puo essere un valido strumento per la caratterizzazione

strutturale di proteine di membrana eucariotica in condizioni fisiologiche.

Studio dello stress ossidativo correlato al fenomeno dell eriptosi, morte cellulare per apoptosi degli

eritrociti.

In collaborazione con il gruppo del Prof. Lang dell’Universita di Tubinga (Germania) sono stati
condotti studi volti ad indagare gli effetti di alcuni farmaci antitumorali utilizzati su pazienti come
CAA4P or Pazopanib o utilizzati in vitro come Nocodazole, Terfenadine, Piceatannol, Ceranib-2 sulla
sopravvivenza degli eritrociti. Mediante citofluorimetria abbiamo potuto stabilire che tutti questi
farmaci sono in grado di indurre eriptosi con meccanismi diversi che presentano pero come passaggio
fondamentale 1’induzione di stress ossidativo con ingresso di Ca™ che determina da un lato
esposizione di fosfatidil serina e dall’altro attivazione di canali del K* Ca*™ dipendenti che portano a

perdita di KCI ed acqua e quindi a raggrinzimento cellulare.
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appartenenti alla famiglia SLC6 KAAT1 e CAATCHI1”, AA 2007-2008.

Gaia Picciolini “Mutagenesi di una sequenza conservata nel primo loop extracellulare del
trasportatore di amminoacidi di insetto KAAT1”, AA 2007-2008.

Monica Marzagalli “Variazioni volumetriche in oociti di Xenopus laevis esprimenti i mutanti
D338E e T339C del cotrasportatoe di amminoacidi KAAT1”, AA 2008-2009

Paola De Cristofaro: “Analisi dei siti di legame per gli ioni nel trasportatore KAAT1 sulla
base della struttura cristallina dell’omologo LeuT”, AA 2009-2010.

Flavia Felice “Studio dei determinanti strutturali dell’interazione con lo ione cloruro nel
trasportatore di amminoacidi KAATI1”, AA 2009-2010.

Lucia Pedroncelli “ Analisi della flessibilita di una regione ricca in glicine nel trasportatore di
amminoacidi di insetto KAAT1”, AA 2009-2010.

Alessandra Barulli “Studio dell’efflusso di GABA indotto dal trasportatore neuronale GAT1”,
AA 2010-2011.

Karim Fiaccadori “Marcatura con I’epitopo FLAG del trasportatore di amminoacidi di insetto
KAAT1”, AA 2010-2011.

Fabio Lucca “Analisi di oociti di X. laevis esprimenti I’acquaporina AQP4 (isoforma M23)
mediante la tecnica di microscopia a forza atomica”, AA 2011-2012.

Giulia Baruffini “Espressione funzionale in oociti di Xenopus dei trasportatori Nrampl e
Nramp?2 di Dictyostelium discoideum”™ AA 2012-2013

Jessica Chieregato “II residuo specifico treonina 67 nel trasportatore modello della famiglia
NSS KAATI1”, AA 2012-2013.

Pietro Teruzzi “Analisi struttura-funzione del sito per il sodio Na2 nel trasportatore di
amminoacidi KAATI1”, AA 2012-2013.

David Bruno “Misure di fluorescenza su singolo oocita per 1’analisi funzionale dei

trasportatori del ferro Nramp e DMT1”, AA 2015-2016

-Correlatrice/co-tutor per le seguenti tesi:

Dottorato in Fisiologia, Unimi

Sara Betté “Structure/function relationships in two SLC6/NSS family members: KAAT1 and
CAATCHI1”, AA 2007-2008.



- Matteo Giovanola “Molecular insights in ion access, dependence and selectivity in the

NSS/SLC6 transporters KAAT1 and GAT1”, AA 2012-2013.

Laurea in Biotecnologie mediche, Facolta di Medicina e Chirurgia, Unimi.

- Giuseppe Lapenta “Caratterizzazione Funzionale del Cotrasportatore di Amminoacidi

KAAT]I espresso in oociti di Xenopus laevis” AA 2011-2012.

Laurea Magistrale In Biotecnologie del Farmaco, Facolta di Scienze del Farmaco, Unimi

- Matteo Giovanola” Relazioni struttura-funzione nel trasportatore della famiglia SLC6/NSS
KAATL: ruolo di una sequenza altamente conservata della prima ansa extracellulare
nell’interazione con i cationi”, AA 2009-2010.

Laurea Magistrale in Biologia Applicata alla ricerca Biomedica, Facoltd di Scienze Matematiche,

Fisiche e Naturali, Unimi

- Valentina Moschella “Relazioni struttura/funzione nel trasportatore di amminoacidi KAATL1:

ruolo di una sequenza altamente conservata nella famiglia SLC6”, AA 2008-2009.

Laurea Triennale in Biotechologie Farmaceutiche, Facolta di Scienze del Farmaco, Unimi

- Chantal Lucini “Interazione dei domini transmembrana II e VII nel trasportatore di
amminoacidi KAATI1”, AA 2004-2005

- Matteo Giovanola “Relazioni struttura/funzione nei trasportatori della famiglia SLC6 KAAT1
e CAATCHI1: ruolo del residuo 308, AA 2006-2007.

- Ines Elefante “Espressione e caratterizzazione funzionale del trasportatore modello della

famiglia SLC6, LeuT”, AA 2010-2011

Laurea Triennale in Biotechologia, Unimi

1) Anna Di Lucanardo “La tecnica della reverse transcriptase-PCR per 1’analisi dell’espressione
di proteine neuronali nel pancreas endocrino”, AA 2017-2018.

2) Stefano Rebellato “Utilizzo della tecnica dell’RNA interference per la valutazione della
funzione della proteina serina/treonina chinasi LRRK2 in cellule beta pancreatiche”, AA
2017-2018.

Laurea in Farmacia, Facolta di Scienze del Farmaco, Unimi (tesi compilative)




- Paolo Riva “Sviluppo e rigenerazione delle cellule ciliate vestibolari nei mammiferi” AA
2017-2018.

- Martina Catalano “Alzheimer e diabete: meccanismi molecolari comuni e nuovi target
farmaceutici”, AA 2018-2019.

- Noemi Diazzi “L’ipoacusia da esposizione a rumore”, AA 2018-2019.

-Nel 2007, Tutor Scientifico per I’attivita di ricerca svolta dal Dott. Massimo Santacroce, con
finanziamento Sovvenzione Globale Ingenio, Finlombarda, Regione Lombardia, Fondo Sociale

Europeo.

-Nel 2009, Tutor scientifico per la realizzazione di uno stage per il conseguimento del Master of

Science presso il Bishop Heber College, Trichy, India, Dott.ssa N. Bedsheba Deeparani.

-Dal 2015 membro della Commissione di Esame per 1’'Insegnamento di Fisiologia, Resp. Prof.ssa

Carla Perego, Corso di Laurea a ciclo unico in Farmacia, Universita degli Studi di Milano

ATTIVITA’ SEMINARIALI

1. “Structure/function” analysis in neurotransmitter and amino acid transporters of SLC6
family: role of a conserved glycine triplet”. Scuola di dottorato in Scienze morfologiche,

fisiologiche e dello sport. Universita degli Studi di Milano, 12 giugno 2012.

2. “I cotrasportatori di soluti, nuovi aspetti del meccanismo molecolare di trasporto”
Seminario per la Scuola di Dottorato in Scienze morfologiche, fisiologiche e dello sport

. Universita degli Studi di Milano, 7 giugno 2010.

3. “Un approccio funzionale all’analisi della struttura delle proteine di membrana:
interazione tra Lys 102 ed Asp 338 nel trasportatore di amminoacidi d’insetto KAAT1”
Universita degli Studi di Milano, Facolta di Farmacia, 5 luglio 2007.

4. “Fisiologia molecolare dei trasportatori di amminoacidi”. Seminario per il Dottorato di

Ricerca in Fisiologia. Universita degli Studi di Milano, 19 giugno 2006.



“Interazione tra Lys 102 ed Asp 338 nel trasportatore di amminoacidi d’insetto KAAT1”
Universita degli Studi di Milano, Facolta di Farmacia, Istituto di Fisiologia Generale e

Chimica Biologica “G. Esposito”, 1° giugno 2006.

“Analisi struttura/funzione del cotrasportatore KAATI mediante mutagenesi sito-
diretta”. Programma di ricerca di interesse nazionale (PRIN), Riunione di coordinamento.
Dip. di Biologia Strutturale e Funzionale, Universita dell’Insubria, Varese, 12 dicembre

2002.

“Expression cloning di un cotrasportatore di amino acidi K*-dipendente”, Istituto di
Fisiologia Generale e Chimica Biologica, Facolta di Farmacia, Universita degli Studi di
Milano, 11 novembre 1996.

“Expression cloning of a potassium-dependent amino acid cotransporter” Harvard
Medical School and Brigham and Women’s Hospital, Boston, Massachusetts, USA, 12
dicembre 1996.

ATTIVITA’ ISTITUZIONALI

Nel 2018 Membro della Commissione per conferimento di “Borsa Giovani Promettenti”
presso il Dipartimento di Scienze Farmacologiche e Biomolecolari, Universita degli Studi di
Milano. Presidente Prof. Carla Perego

Dal 2018 membro del Collegio Docenti del Dottorato in Medicina Traslazionale, Universita
degli Studi di Milano.

Dal 2013 al 2017 membro del Collegio Docenti del Dottorato di Ricerca Biomedica Integrata,
Universita degli Studi di Milano

Dal 2015 componente della commissione di vigilanza alla prova scritta degli Esami di Stato
per D’abilitazione all’esercizio della professione di farmacista, Universita degli Studi di
Milano.

Nel 2013 membro della commissione del riesame per il riordino dei corsi di Laurea triennale
in Biotecnologie Farmaceutiche e di Laurea magistrale in Biotecnologie del Farmaco.

Dal 2016 referente AQ per il Corso di Laurea Magistrale in Biotecnologie del Farmaco

ATTIVITA’ ORGANIZZATIVE E GESTIONALI



Data

2012

membro del comitato organizzatore del IV Annual Meeting COST Action BM0802, Life
or Death of Protozoan Parasites and Il Annual Meeting Italian Malaria Network (IMN)
and CIRM- Centro Interuniversitario Ricerca sulla Malaria, Universita degli Studi di

Milano.

2008

Referente per la visita del Prof. Gary Rudnick, Department of Pharmacology, Yale
University School of Medicine, New Haven, CT, per la presentazione del seminario:
“Mechanism and conformational changes in neurotransmitter transporters” Dottorato di

ricerca in Fisiologia, Universita degli Studi di Milano.

Dal 2004,
addetto al primo intervento presso la sezione di Via Trentacoste 2, Milano del
Dipartimento di Scienze Farmacologiche e Biomolecolari, Universita degli Studi di

Milano.

Dal 1998 al 2013,
preposto per la gestione dello smaltimento dei rifiuti pericolosi prodotti presso la sezione
di Via Trentacoste 2, Milano del DiSFeB.

Dal 1998 al 2013 e quindi dal 2016 ad oggi,
preposto per la gestione del Reparto Radioisotopi della Sezione di Via Trentacoste 2,
Milano del DiSFeB.
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