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Biologia. — Purificazione e caratterizzazione della cingolina, una nuova proteina
della giunzione serrata (zonula occludens) di cellule epiteliali intestinali. Nota di
Sanpra Crr1 (**), Ross Jaxes (**) e Joun Kenprick-JoNEs (**), presentata (¥**) dal
Corrisp. D. CavaLLint.

ABSTRACT. — Purification and characterization of cingulin. Cingulin, a new periphral component of the
zonula occludens in chicken epithelian cells, was purified from intestinal brush border cells by a procedure
involving ammonium sulphate fractionation and anion exchange chromatography of cell extracts. Purified
cingulin is heat stable and migrates in SDS-containing polyacrylamide gels as a polypeptide of apparent M, of
180kD, as detected by immunoblotting with monoclonal anti-cingulin antibodies. In the electron
microscope, cingulin molecules shadowed with platinum appear to have an elongated, rod-like shape, with a
mean length of ~130nm. The aminoacid composition of cingulin shows a high content in charged
aminoacids and a low content in aromatic aminoacids.

Key worps: Cingulin; Zonal occludens; Brush border; Cytoskeleton.

Ruassunto. — La cingolina, un nuovo componente periferico della zonula occludens in cellule epiteliali
di pollo, & stata purificata da cellule intestinali con orletto a spazzola mediante un procedimento che
comprende frazionamento con solfato d’ammonio e cromatografia a scambio anionico di estratti cellulari. La
cingolina purificata & stabile al calore, e migra in gels di poliacrilammide contenenti SDS come un
polipeptide di p.m. apparente 108kD, come dimostrato con la tecnica dell'immunoblot con anticorpi
monoclonali anticingolina. Al microscopio elettronico, le molecole di cingolina hanno un aspetto allungato, a
forma di bastoncello, con una lunghezza media di ~ 130 nm. La composizione aminoacidica della cingolina
mostra un elevato contenuto in aminoacidi carichi ed un basso contenuto in aminoacidi aromatici.

INTRODUZIONE.

La giunzione serrata (zonula occludens) & il componente pitt apicale del complesso
giunzionale di epiteli polarizzati, ed ha funzione di impedire il passaggio di grosse
molecole attraverso gli spazi intercellulari[1, 2]. Le giunzioni serrate sono state
implicate nella separazione tra i compartimenti epiteliali luminali e basolaterali, e nella
formazione e mantenimento della polarita della cellula[2]. Al microscopio elettronico,
in sezioni sottili, le giunzioni serrate appaiono come regioni focali di apparente fusione
tra le membrane di cellule vicine [1]. Con la tecnica del criodecappaggio, la membrana
giunzionale mostra una rete elaborata di fibrille anastomatizzate e ramificate, la cui
natura molecolare non & ancora stata stabilita[3]. Nonostante la ricchezza di dati
ultrastrutturali, si conosce molto poco della composizione molecolare delle giunzioni
serrate [4].

La cingolina & una nuova proteina specifica delle giunzioni serrate, identificata in
cellule epiteliali intestinali con I'orletto a spazzola [5]. L’orletto a spazzola consiste in
una serie di processi digitoformi (microvilli), contenenti fasci di filamenti di actina,
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inseriti su una regione sottostante, la trama terminale, che contiene numerose altre
proteine citoscheletriche [6]. Nella trama terminale, le membrane laterali mostrano un
caratteristico complesso giunzionale tripartito, contenente la zonula occludens (nella
zona apicale), la zonula adbaerens (nella zona intermedia), e il desmosoma (nella zona
basale) [6]. L’analisi in immunofluorescenza di cellule con orletto a spazzola con
anticorpi monoclonali anti-cingolina mostra una intensa colorazione a forma di anello
nella zona apicale della trama terminale [5]. Con I'immunomicroscopia elettronica di
sezioni congelate ultrasottili di villi intestinali & stato dimostrato che la cingolina &
localizzata a livello della zonula occludens, in posizione intracellulare [5]. In questo
lavoro & descritta la purificazione della cingolina, esperimenti biochimici, immunochi-
mici e di microscopia elettronica condotti allo scopo di definire le caratteristiche
molecolari di questa proteina.

MATERIALI E METODI.

Purificazione della cingolina. Le cellule intestinali di pollo sono state preparate come
descritto in precedenza[7]. Il precipitato cellulare dopo centrifugazione (~100g) &
stato omogenato in tre volumi di 0.6 M NaCl, 0.3 M saccarosio, 5 mM EGTA, 25 mM
Tris-HCl, pH 7.5, 10mM fosfato di sodio, 0.1 mM DTT, 0.1 mM PMSF, a 4°C. 1l
residuo non estratto & stato separato con centrifugazione a 50,000 X g per 90 min, e il
supernatante dell’estratto & stato portato al 40% di saturazione in solfato d’ammonio. Il
risultante precipitato & stato centrifugato, ridisciolto e dializzato contro 0.3 M NaCl,
5mM MgCL, 05 mM EGTA, 20mM tris-HCL, pH 7.5, 0.1mM DTT. Il materiale
dializzato & stato chiarificato per centrifugazione a 18000 x g per 15 min, ed il
supernatante & stato riscaldato e agitato a ~100°C per 5 min, poi raffreddato e
centrifugato a 28000 x g per 15 min. Il supernatante & stato dializzato in 20 mM Tris-
HCI, pH 7.5, 1mM EGTA, 0.1 mM DTT, e caricato su una colonna (10 X 3 cm) di
DEAE Sephacryl (Pharmacia), equilibrata nella stessa soluzione. La colonna & stata
lavata ed eluita con un gradiente di NaCl (da 20 a 600mM) nella soluzione di
equilibrazione. Le frazioni venivano monitorate misurando la loro assorbanza a
A=280nm, e testate per la presenza di cingolina usando un test ELISA con gli
anticorpi monoclonali. Le frazioni positive per la cingolina venivano concentrate per
ultrafiltrazione (Amicon membrana PM 30) e dializzate in 25 mM Tris-HCI, pH 7.5,
0.5mM DTT. Il materiale dializzato (2.5 ml) veniva caricato su una colonna di HPLC
Pharmacia Mono-Q (cromatografia a scambio anionico) ed eluito con un gradiente di
NaCl da 0 a 600 mM. La cingolina veniva eluita come un picco simmetrico a ~ 500 mM
NaCl, come determinato dal monitoraggio dell’assorbimento a A =230nm, e da test
ELISA e western blot delle frazioni. La densitometria dei gel dimostrava che la
cingolina era >95% pura.

Elettroforesi su gel di poliacrilammide in presenza di SDS (SDS-PAGE) e western
blotting. L’elettroforesi su gel di poliacrilammide (SDS-PAGE) veniva condotta
secondo il metodo di Matsudaira & Burgess[8], usando minigels con gradienti di
poliacrilammide di 5-20%, ed un carico di 2-10ul per corsia. I gels venivano trasferiti
elettroforeticamente su nitrocellulosa, e le strisce di nitrocellulosa colorate con una
miscela 1:1:1 degli anticorpi monoclonali Ci6, Ci12 e Cil4 (fluido ascite) 1:100 in
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PBS contenente 2% BSA, seguita da secondo anticorpo (anticorpo di coniglio marcato
con HRP contro la frazione Ig di siero di topo, Dako Patts) [9].

Microscopia elettronica. Per Pombreggiatura rotatoria con platino, 150ul di
cingolina pura (0.6 mg/ml, in 500 mM NaCl, 25 mM Tris-HCI, pH 7.5, 1 mM EGTA,
0.1mM DTT venivano diluiti con un egual volume di glicerolo, mescolati ed
immediatamente spruzzati su mica appena clivata. La mica veniva ombreggiata con
platino sotto vuoto ad un angolo di ~5° e ad una pressione di ~1-107atm, e
ricoperta con un film di carbone[10]. Le grigliette con le repliche venivano esaminate
in un microscopio Philips EM 400 ad una tensione di 80kV.

Analisi di aminoacidi. 1 campioni proteici (100-200 pmoli) sono stati analizzati in un
analizzatore di aminoacidi Durrum 500, dopo idrolisi acida in 6 N HCI, 0.1% fenolo,
sotto vuoto a 105 °C. Campioni in duplicato sono stati presi dopo 24, 48 e 72 hr.

RisurtaTI.

Per determinare la specificita degli anticorpi monoclonali anti-cingoline e il peso
molecolare dell’antigene da essi riconosciuto, omogenati totali di cellule epiteliali
intestinali di pollo sono stati analizzati con la tecnica di elettroforesi su gel di
poliacrilammide contenente SDS (SDS-PAGE) e western blotting. La Fig. 1 mostra che
gli anticorpi anti-cingolina cross-reagiscono con due polipeptidi principali, di massa
molecolare apparente M, ~ 140 (cingolina-140) e ~ 108 kD (cingolina-108) (Fig. 1,4 e
b). Una colorazione simile veniva ottenuta su blot di orletti a spazzola isolati (Fig. 2, ¢).
La presenza di queste due forme di cingolina, a diverso peso molecolare, pud essere
dovuta a degradazione proteolitica della forma a M, 140kD. L’estrazione della
cingolina dalle cellule intestinali veniva fatta in condizioni di forza ionica pressoché
fisiologiche. Quando gli estratti cellulari frazionati con solfato d’ammonio venivano
trattati con calore (100°C per 5 min), la maggior parte delle proteine precipitavano,
mentre = 95% della banda immunoreattiva della cingolina-108 rimaneva solubile, ed
era la prevalente specie ad alto peso molecolare presente (Fig. 1, e b). La cingolina-
108 & stata purificata (>95% omogeneitd) usando cromatografia a scambio ionico
HPLC, usando condizioni di eluizione di elevata forza ionica, il che suggerisce che la
cingolina abbia una carica negativa.

La tabella 1 mostra i risultati della analisi della composizione aminoacidica della
cingolina. In base a questa analisi, non ci sono somiglianze significative tra la cingolina
e diverse proteine associate a microfilamenti, quali il caldesmon [11] (M, ~ 135 kD), la
coda della miosina[12] (M,~ 120kD), la vincolina[13] (M, 130kD), l’alfa-actini-
na[14] (M, 95kD), e la spectrina[15] (subunita di M, 240kD). Nonostante che
I’elevato rapporto tra i residui carichi ed i residui apolari suggeriscano che la cingolina
sia una proteina con un elevato contenuto in struttura ad alfa elica, la presenza di
residui di prolina (28 nmol/mol) esclude la possibilita che la cingolina sia una proteina
completamente ad alfa elica. Inoltre, analisi immunochimiche (western blot e
immunofluorescenza) indicano che la cingolina & distinguibile antigenicamente dalla
miosina e i suoi frammenti, dalle spectrine (vedi anche Fig. 1 ¢), dalla alfa-actinina di
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Fig. 2. — Forma molecolare della cingolina purificata. (4): (4) micrografia elettronica che mostra un campo di

molecole di cingolina purificata, dopo ombreggiatura rotatoria con platino. (») Molecole di miosina

dell’orletto a spazzola dopo ombreggiatura rotatoria di platino, allo stesso ingrandimento della micrografia

(@), per confronto. (c) micrografia elettronica ad alto ingrandimento di molecole di cingolina. Linea

=100nm. (B): Istogramma della lunghezza di molecole di cingolina (in nm) misurate su micrografie
elettroniche allingrandimento mostrato in (a).
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TaseLra 1. — Composizione aminoacidica della cingolina (nmoli/mole).

ASP 74
THR 40
SER 65
GLU 300
PRO 28
GLY 45
ALA 106
VAL 37
MET 19
ILE 22

LEU 120
TYR 9

PHE 10
LYS 8

HIS 17
ARG 135

muscolo scheletrico, e dal caldesmon, dalla vincolina e dalla cinasi delle catene leggere
della miosina del muscolo liscio.

Al microscopio elettronico, dopo ombreggiatura rotatoria con platino, la cingolina
appare come una molecola allungata, asimmetrica, con forma a bastoncello, e una
lunghezza di 130 £ 32 nm (N = 381), ed una larghezza molto simile a quella della coda
della miosina, cioé 2-3 nm (Fig. 2). La lunghezza della cingolina & in buon accordo con
quella (122 nm) prevista per una molecola a doppia alfa elica con peso unitario di
catena pari a 108 kD [16]. Spesso i bastoncelli della cingolina apparivano curvi, o
piegati a vari angoli (tra 25° e 150°), ed a varie posizioni lungo la molecola, il che
indicava un certo grado di flessibilita nella molecola. La forma allungata della cingolina
e la sua termostabilita la rendono simile ad altre proteine citoscheletriche (coda della
miosina, tropomiosina, spectrine/fodrine, e il caldesmon), ma fino ad ora non si sono
evidenziate altre analogie strutturali e/o funzionali tra la cingolina e queste altre
proteine.

DiscussionNe.

Lo studio dei rapporti struttura/funzione nelle giunzioni serrate a livello molecolare
sono stati ostacolati dal limitato numero di dati riguardanti la loro organizzazione
architetturale e I'identita dei vari costituenti. Recentemente la prima proteina specifica
della zonula occludens, chiamata ZO-1 (M, 225kD) ¢& stata identificata[4], e la sua
localizzazione a livello della giunzione & simile a quella della cingolina [5], percid queste
due proteine probabilmente sono associate a strutture simili a livello della giunzione
serrata. Tuttavia troppo poco & noto sulle proprietd biochimiche della proteina ZO-1
per poterla ulteriormente paragonare alla cingolina.

L’osservazione che la cingolina pud essere estratta dagli orletti a spazzola in
condizioni di forza ionica pressoché fisiologiche, e senza detergenti, e la immuno-
localizzazione al microscopio elettronico [5] suggeriscono che la cingolina sia un
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componente periferico della giunzione serrata, e non un componente integrale di
membrana. Uno stimolante problema per studi futuri sara determinare quali siano gli
elementi della giunzione con cui la cingolina interagisce, € quale sia il ruolo della
cingolina nel mantenere la struttura e la funzione di questa giunzione specializzata.

Ringraziamenti: S.C. ringrazia I'Istituto Roussel 1talia, la Sigma-Tau (Forum Studenti) e la Fondazione
Thomas C. Usher per il loro supporto.
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