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Cosa sono le poliammine?

Catene alifatiche (lineari o ramificate) con almeno due
gruppi amminici terminali...

. HZN/\/\NHz 1,3-Diaminopropane
Le poliammine piu semplici A
e comuni sono: NN, Putrescine
H-‘)N/\/\/\NH2 Cadaverine
HZN/\/\/H\/\/NHz Spermidine

HZN/\/\N/\/\"HZ Norspermidine

HoN /\/\n /\/\/“\/\/NHQ Spermine

Antonie van Leeuwenhoek



Poliammine piu complesse:

Thermospermine (334) HZN/\/\N/\/\N/\/\/NH2
H H

H
Homospermine (344) HzN/\/\H/\/\/N\/\/\NHZ

Caldopentamine (3333) HNT NSNS SN S S NS
H H H

Thermopentamine (3343) H
HZN/\/\N/\/\N/\/\/N\/\/NHZ
H H
Homocaldopentamine (3334)

HzN/\/\H/\/\H/\/\H/\/\/NHz

Caldohexamine (33333)
HZN/\/\”/\/\H/\/\H/\/\H/\/\NH2

Homocaldohexamine (33334)
HzN/\/\”/\/\H/\/\N/\/\N/\/\/NHZ
H H

NH,
Tris(3-aminopropyl)amine (3(3)3)
(Mitsubishine) KfN
H,N NH,
. HoN
Tetrakis(3-aminopropy)ammonium (3(3)(3)3)
HoN™"N+->"NH,
H,N

Adapted from:Terui et al. 2005

Linear poly(ethylene imine) (LPEI)

H H
HzN\/\u’\/N\/\u’\/N\/\u’\ L

Linear poly(propylene imine) (LPEI)

H H H H
HZN\/\/N\/\/N\/\/N\/\/N\/\--

Dendritic poly(propylene imine) (DPEI)

da 't'f ~NH,
HoN N
HZNL' o < JNHZ
N~~~ Nf NN
HN"" ,J T\ NH,
N~NASCN
HZN_\/\ J) I\N /\/- NH2
N '\/\Nﬁ \/\,N'j\
HoN N é\/\ NH, NH,
ol
HoN NH,

Sono ampiamente utilizzati
nella produzione di carta, nel
trattamento delle acque, nei
detergenti, negli adesivi e
nei cosmetici. Nella ricerca,
sono ampiamente studiati
come vettori non virali.

Adapted from: http://www.colloid.ch/index.php?name=ising




Proprieta chimiche: protonazione a pH fisiologici

~NNH,+ H" == ~~NH} AN+t H am AN
H HJ
Primary Amines Secondary Amines
Put HzN/\/\/NHz

H
Spm HZN/\/\N/\\/\/N\/\/NHZ
H

pH = 7.0-7.4

1N H’—"\'N‘
i~ = 2

Tertiary Amines

PKa 11.15
pKaz 9.71

PK,1 10.49
PKa2 9.81

PK,3 8.34

PK,1 10.98
pPK,2 10.09
pPK,; 8.83
PK.s 7.94



La carica positiva delle poliammine consente loro di interagire
con i componenti della cellula con carica negativa, come il
DNA, I'RNA, le proteine anioniche e i fosfolipidi.

DNA stabilization

E modulation of
receptor-ligand Z Achromatin
. interactions S'structure
Questo influenza un numero anctioning o L
enorme di processi cellulari I ﬁ 3  eiion
. o o Y < AN
e biologici... S G
Le poliammine sono quindi T Ay R —
N N * stabilization
essenziali e la loro e -
. S by
concentrazione deve essere - f ¢
membrane
strettamente controllata... stabilty ; L —
& siénal transduction
migration

cell growth and proliferation



Controllo cellulare del pool delle poliammine

tossicita
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Metabolismo delle
poliammine negli
Eukarya
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Le poliammine influenzano la fisiologia animale e vegetale

Polyamines

Desirable Physiological Effects

Growth, development, &
stress -

Age-related

~ Cell division

Cell elongation (plants)

N:C cellular interactions
Abiotic stress tolerance
Biotic stress

~Enhanced Autophagy

Reduced aging related
glomerular atrophy

" DNA methylation

Memory —

PA Catabolism - ROS —

ROS damage

Senescence

Longer life span

Reduced histone acetylation

._Spd —increased memory

Defense response

Undesirable Pathology-related Effects

Cell division |

Cell growth ~— Cancer patients
Altered PA metabolism

Higher ODC and PAs levels \

Innate immunity _ LPS-induced ODC
ODC-activated TLR2

Spm-Increased NMDAr activity
Increased ODC and PA levels
AT : in Alzheimer disease
Cognitive impairment " Higher PAs
in Parkinson patients
Spm toxicity

Handa et al. 2018



Poliammine e piante

Le poliammine nelle piante sono
implicate in:

- f"' s

Q fioritura
1 Sviluppo embrionale
[ Senescenza delle piante
 Stress
= Stress termico
= Stress idrico
» Stress salino
= Stress ossidativo
= Stress acido
» Stress da radiazioni
= Ferite eabrasioni
= Metalli pesanti
* Malattie e parassiti




Metabolismo delle poliammine in E. coli

Arg

sped
adid

AGM

B
/ . SAM

PUT speD

caD
Decarboxylated
SAM
spek spef
SPD Derivati acetilati della

Aminopropyl CAD . 4o .
spermidina e spermina

pEG sono probabilmente
N secreti o conservati nel
- periplasma

Acetyl-SPD




Trasporto delle poliammine in E. coli

Spermidine (putrescine) EP

cadaverine-lysine antiporter CadB Lys

putrescine-ornithine antiporter PotE Om

Put
putrescine-specific PotFGHI

Spd
Spermidine specific PotABCD,

Modified from: Miller-Fleming et al. 2015

putrescine-specific PuuP transporters pustrescine SapBCDF exporters



Principali problematiche nello studio delle poliammine...

i termini "enigmatico" e "misterioso" sono spesso utilizzati per
descrivere il ruolo delle poliammine nelle funzioni biologiche e
cellulari. Cio dipende da....

 la distribuzione filogenetica disomogenea di ogni specifica
poliammina

* il problema del rilevamento e della quantificazione delle
poliammine

* la scarsita di conoscenze sui meccanismi molecolari in cui le
poliammine sono coinvolte nei batteri.



Le poliammine e le loro funzioni
funzioni nei batteri

Permeabilita di membrana

Risposta allo stress acido e ossidativo
Struttura e compattazione del DNA
Espressione genica attraverso il
controllo traduzionale



Controllo della permeabilita cellulare da parte della
spermina
Attivita della porina OmpF o OmpF-like in presenza di Spermina 10 mM

Con e senza spermina (m 0)

; ;
Pseudomonas i “; *
aeruginosa * s "

i 4 8 18 a2 64 0 ] 2 128 £12
Carbenicillin {gimi) Oxacillin (uaiml)




Meccanismi di resistenza agli acidi in E. coli

Periplasm
pKa=7.3 pKa=97 pKa=7.1 pKa=95
Lysine Cadaverine Ornithine Putrescine

/

CadBO O PotE

\ / "\
Lysine Cadaverine Ornithine Putrescine
H7_> + CO, Hr_) + CO,

Cytoplasm



Interazione con i poli-cationi all'interno delle cellule:
acidi nucleici.

Spermine in
minor groove

la distribuzione delle cariche della
spermina lungo l'impalcatura
fosfato del DNA, consente la Sine
corretta interazione e
preferenziale con questa molecola
e la differenzia da altri
importanti cationi come Mg?* o
Zn?*




L interazione della spermina con il DNA induce la transizione
strutturale del DNA dalla conformazione BaZ o daBad A

Senza
spermina

Con
spermina

Electrostatic Potential Surface Analysis
(for clarity, spermidine is not shown)

From Feuerstein aet al. 1985



Effetti «Macroscopici» della spermina e spermidina sul DNA

SPD from 0,004 to 2 mM). SPM from 0,004 to 0,6 mM).

1 um
Adfapted from Kanemura et al. (2018)



Influenza sulla trascrizione del DNA....

(A) Without polyamine (B) Low concentration (C) High concentration
of polyamine of polyamine
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Negative charge

Kanemura et al. (2018)



Effetti delle poliammine sul profilo trascrizionale globale di E.

coli

Functional category of 2742 detected genes

Genes up-regulated Genes down-regulated
in the presence of PUT  in the presence of PUT

Total gene number : 309 Total gene number : 319
Functional category

-Mmludmn -mm»
[l Bosynthesis of cofactors, Reguiatory functions
prosthetic groups & carriers =Tmhiﬁvm
[ Cett envelope [ Replcat
B oo orores Bl Transcription
. Coertral roenredey y medsb h!v\. Transistion
Df ety rrwstaleoderr .
Other categories
B Faty acy O Hypotretcal
phospholipad metabolism

Yoshida et al. 2004



Effetti delle poliammine sul controllo traduzionale e
sull’espressione genica: il «modulone» delle poliammine in E. coli

B. Three mechanisms of polyamine stimulation of protein synthesis

1. Long distance between SD sequence and initiation codon AUG
OppA, Fecl (), Fis, RpoN (o*), H-NS, RpoE (o%¢), StpA, RMF, RpoZ (»), CpxR
fMet
& Initiator tRNA

5 A SD——AUG + Polyamine
D B

2. Initiation on inefficient initiation codon
Adenylate cyclase (Cya), Cra, SpoT, UvrY, RRF
fMet

- Met -
Initiator tRNA Initiator tRNA

+ Polyamine >

3. Suppression and +1 frameshifting on nonsense codon

RpoS (0%), RF2 Gin
\ Suppressor tRNA Gln RF1

AUC’ . ‘m
+ Polyamine ;
5" AUG==UAG UAA~ P 5 AUG UAA~

As
: ’RFZ
+ Polyamine
5o AUG UGA~ P 5L AUG UGA~

product*s—~ peptide productesa s S o or RF2

Igarashi and Kashiwagi, 2011



Ruolo delle poliammine nella risposta allo stress nei

batteri
Polyamines
under oxidative stress

Transcription Glutathione ?
factor of sodA f

gene (soxS)\

Superoxide f Catalase

dismutase (katG)
(sodA) (katE)

0, = H,0, — H,0

Sakamoto et al. 2015



Ruolo delle poliammine nella virulenza dei batteri
patogeni e nella loro interazione con gli ospiti:

 Salmonella Typhimurium

* Yersinia pestis

 Staphylococcus aureus

* Vibrio cholerae

* Helicobacter pylori

* Pneumocystis jirovecii Pneumonia

» Edwardsiella piscicida

 Shigella e EIEC (Enteroinvasive E. coli)



Salmonella Typhimurium e poliammine

Salmonella Typhimurium e un patogeno intracellulare facoltativo in grado di
causare da gastroenteriti autolimitanti a infezioni sistemiche e pericolose per la
vita. La capacita di S. Typhimurium di causare malattie dipende in larga misura da
due sistemi di secrezione di tipo ITT (T35S1 e T3552), codificati da geni situati
all'interno delle isole di patogenicita di Salmonella SPI1 e SPI2, rispettivamente
(Ibarra e Steele-Mortimer, 2009).

Salmonella spp.

SPI-1 T3S system

AT

0 SPI 1 effectors

\ SPI-2 T3S system
Y o0
— Q o SPI-2 effectors

Salmonella-containing vacuole

Epithelial cell
\_ J




Salmonella Typhimurium e poliammine

I ceppi di S. Typhimurium difettosi nella biosintesi di putrescina e
spermidina mostrano una ridotta invasione delle cellule epiteliali e

una minore sopravvivenza intracellulare in un modello murino di
febbre tifoidea.

Numerous
Regulatory
In questi ceppi, la ridotta SYsles  HilE
espressione di SPI1 e dei suoi ﬁk’ﬂlz
geni effettori dipende dalla }111’2
bassa espressione del «master CHIICT2RIsA
regulator» hilA controllato
pogT Trqscrizionalmen're dalle ' > invispa_ > siclsip
poliammme HllA‘b,—)prg/org , SPII'T3SS

Apparatus



Yersinia pestis e poliammine

Yersinia pestis e |'agente eziologico della peste bubbonica 1 pirfiim di
e polmonare, una malattia zoonotica trasmessa all'uomo
dal morso delle pulci.

Y. pestis
ostruisce il percorso
tra I'intestino medio e

@ |'intestino anteriore
Direct contact Airborne
transmission
ﬂ Natural cndoh\ \ ‘ {
reservoir hosts b5 ‘ / 2 s \
(rodents) / ; 2

rm w ) )

X\‘
/ / ﬂ ‘ \ | o
Normal |

lymph

\

Bubo N ‘ A

nodes / o
(c) Bubonic plague (d) Pneumonic plague

©2012 Pearson Education, inc.

Poco prima del morso, la pulce rigurgita il biofilm nel derma dell’ ospite
causando |'infezione dopo il morso.



La carenza di poliammine, in particolare di putrescina, ha un impatto
significativo sulla produzione di biofilm in Y. pestis senza influenzare la
crescita batterica.

La formazione del biofilm nella pulce &
controllata da sei prodotti genici del locus di
immagazzinamento dell'emina (hms) (Hinnebusch
et al., 1996).

Le poliammine sono necessarie per mantenere il
livello di tre proteine Hms richieste per la
produzione di biofilm: HmsR, HmsS e HmsT
(Wortham et al., 2010).

E noto che le poliammine promuovono la
traduzione indipendentemente dalla presenza di
una sequenza Shine Delgarno (SD) canonica
(Yoshida et al., 2004) e, curiosamente, hmsR e
hmsT, i due geni pit colpiti dalla perdita di =

poliammine, mancano di una SD canonica. (?‘ Linear di-GMP




Staphylococcus aureus e poliammine

Sebbene lo S. aureus sia considerato un commensale del microbiota umano, puc
anche agire come patogeno opportunistico (infezioni cutanee, respiratorie e
intossicazioni alimentari) basando la sua virulenza sulla produzione di fattori di
virulenza (tossine, anticorpi e proteine della superficie cellulare).

I Ceppi di S. aureus resistenti alla meticillina (MRSA), Staphylococcus aureus
storicamente associati a infezioni hocosomiali, sono una SR
causa diffusa di infezioni in comunitd (CA-MRSA).

__——Brain
p Smuses
Pharynx \ / —Ear

x \_*: A e
Arteries ——.__ \ f

Muscles —.

Liver ———_
i
Gallbladder —._ A S

Skeleton — i ——ased-— Pancreas
"

i Urinary bladder

Ve Sriof Magn DtWDJ——iw

30) 0kb10 20000x#SE (8.3 )

Haggstrom, Mikael. "Medical gallery of Mikael Haggstrom 2014"



Staphylococcus aureus e poliammine

Nel 2006 e stato caratterizzato un clone iper-virulento e iper-trasmissibile
(appartenente al gruppo USA-300), le cui proprieta sono state associate alla
presenza di un elemento genetico, |'"Arginine Catabolic Mobile Element"
(ACME).

Questo elemento ospita il gene speG (spermidina acetiltransferasi) responsabile
della detossificazione delle poliammine.

(Diep et al., 2008; Joshi et al., 2011).

ACME-USA300
speG aliD 1kb

€9 Jeat@@Et i D iadu

arc operon opp operon




Staphylococcus aureus e poliammine

- E interessante notare che S. aureus & privo di geni biosintetici e quindi non
produce poliammine.

* Le poliammine esogene inibiscono la crescita di S. aureus anziché potenziarla e
possono essere battericide a concentrazioni note nell’ ospite umano (Joshi et
al., 2011). Spermine

Wmmwmm i

USA300

extracellular

mm  Molecular Microbiology [2011] 82(1 ‘m

cytoplasm
MicroCommentary i~~~ <

(A) oY(B) (©) /

[ unknown
cytoplasmic

The evolution of a superbug: how Staphylococcus aureus
overcomes its unique susceptibility to polyamines

Laura L. Anzaldi and Eric P. Skaar* Spermine Ni-Acet

SR yls permine
Department of Pathology. Microbiology, and ’*/\N H,,&\ NH
Immunology, Vanderbilt University Medical Center, et Ho A Hy Cadage i o
Nashville, TN 37232-2363, USA. toxicity resistance

la presenza del gene speG nell’elemento genetico ACME fornisce la resistenza alle
poliammine e ne aumenta la potenzialita patogenica



Vibrio cholerae e poliammine

V. cholerae ¢ |'agente causale del colera, una malattia infettiva che
provoca una grave diarrea acquosa, che puo portare alla disidratazione e
persino alla morte se non frattata. .

V. cholerae si trova negli ambienti
acquatici prevalentemente come biofilm
sulle superfici di molti organismi
(crostacei, zooplancton e piante).

« ad una maggiore infettivita

I biofilm contribuiscono: - J . | ‘
+ alla persistenza del batterio nell'ospite ‘3 S~ & A >
umano A 3 > ?

(Faruque et al., 2006). N %

Nature Reviews | Microbiology



Meccanismo di induzione dei biofilm mediata dalla norspermidina

in V. cholerae

La norspermidina puc essere R
sintetizzata da NspC e puo anche
essere importata dall'ambiente. La
norspermidina esogena & percepita
dal complesso di segnalazione
NspS/MbaA, che porta a un
aumento della produzione di VPS e
alla formazione di biofilm,
presumibilmente attraverso
I'aumento dei livelli di c-di-GMP
nella cellula

c-di-GMP

e I

Biofilm

N r‘»-‘\’
ANAAA
AN

AYAVS

\ A
VA

E interessante notare che la spermidina sembra competere con la norspermindina

nel legarsi al sensore NspS ostacolando la formazione del biofilm.

Wotanis et al. 2017



Inoltre, la norspermidina agisce anche come impalcatura
dorsale nella sintesi del sideroforo vibriobactina.

HZN/\/\ NH/\/\NH2

norspermidine

OH OH
OH OH
OH
; ;/E
N O
N/ (@]
@] CH, OH
CHs
J/i\N H/\/\,L/\/\NH/

vibriobactin

La vibriobacting, sintetizzata dalla norspermidina,
viene secreta nell'ambiente e si lega al ferro. Questo
complesso ferrico-vibriobactina viene riconosciuto
dalla proteina di membrana esterna ViuA e
trasportato nel periplasma, per poi essere importato
nella cellula da un trasportatore di tipo ABC (hon
mostrato).

Wotanis et al. 2017



Helicobacter pylori e poliammine

L 'Helicobacter pylori colonizza lo stomaco dei mammiferi e causa gastrite,
ulcera e cancro gastrico.

Stomach .

L'H. pylori e in grado di eludere la risposta immunitaria grazie a un'ingegnosa
manipolazione del metabolismo delle poliammine delle cellule ospiti bersaglio
(Chaturvedi et al., 2004, 2010, 2011).



Helicobacter pylori e poliammine

L-Arg
1
A 1
\ " N 1
@ e
N 4 £ o //, —_—
c——
-
y

_'VArginase I

MDL 72527 v
l L-Arg

Spermidine ««—— Putrescine <«——— L-Ornithine

3 ((SMO (PAO1) :

L'H. pylori induce nei macrofagi
I"attivazione del trasportatore di
assorbimento dell'arginina CAT2,
dell'arginasi IT (Arg2), dell’ornitina
decarbossilasi (ODC) e della spermina
ossidasi (SMO).

L attivita di SMO produce una quantita
massiccia di H,O, che induce il collasso
dei mitocondri e |'apoptosi nei
macrophagi.



Helicobacter pylori e poliammine

L 'uso massiccio di arginina nella
sintesi di ornitina sottrae
substrati per la sintesi e
I"attivita dell'iNOS (arg),
riducendo cosi la produzione di

N O . Putrescine L-Ornithine 4LAr 9

e of o o . . . i': :; Speml\ldine l L-Arg
L inibizione della sintesi di NO L s _EN.NOSBC
porta a una minore attivita killing : Spermine . s

dei macrophagi su H. pylori nella
sua nicchia gastrica

Kim 2016



Pneumocystis jirovecii Pneumonia,
precedentemente Pneumocystis carinii Pneumonia (PCP)

Il Pneumocystis jirovecii, un fungo atipico, &
una causa diffusa di polmonite nei pazienti
immunodepressi, specialmente nei soggetti
infetti da HIV e in quelli in terapia con
corticosteroidi sistemici.

Pneumocystis ha un ciclo di vita unico che
alterna piccole forme trofiche e cisti, che
contengono 2, 4 o 8 corpi intracistici. La
via di trasmissione aerea & attualmente il
modello preferito per la diffusione
dell'infezione.

SEXUAL
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Pneumocystis jirovecii

Pneumocystis jirovecii & in grado di indurre
I"espressione dell'inibitore dell'antinzima ODC
(AZIN) dei macrofagi alveolari dell'ospite,
che lega l'antinzima ODC (AZ), prolungando
cosi |'emivita dell'ODC (Miller-Fleming et al.,
2015).

Contemporaneamente, |'infezione da PCP
aumenta |'assorbimento di poliammine esogene
da parte dei macrofagi alveolari, comprese le
forme acetilate prodotte dalla PCP. II
risultato € un accumulo citosolico di
poliammine e derivati acetilati che vengono
prontamente ossidati dalle poliammino
ossidasi dell'ospite (APAO). Il perossido di
idrogeno prodotto contribuisce al processo
apoptotico e quindi riduce la risposta
immunitaria dell'ospite.

" polyamine
transporter

polyamine
uptake
o —
205 olyamme putrescine
%th Lo biosyntheis T
gradation ~ * e
‘ (A ) ——>

ODC dimer L-ornithine
Tl (active)

> 8% ODC
<< > Q gradatlon

ODC/AZ ODC monomer
complex \ (inactive)
; 268

proteasome

26S g
proteasome

Az|N1 AZIN1/AZ rescued ODC
complex subunit



Edwardsiella piscicida

E. piscicida e una Enterobatteriacea che si
trova in abbondanza nell'acqua e causa
infezioni alimentari e acquatiche nei pesci,
negli animali e nell’'uomo. E' un patogeno
intracellulare che puo anche causare infezioni
sistemiche.

E. piscicida € un patogeno intracellulare dei
pesci che causa infezioni sistemiche.
Riprogramma il suo metabolismo dell’arginina
durante la fase intra-macrofagica
dell'infezione, promuovendo la produzione e la
secrezione di putrescina nel citosol della cellula

ospite.

Extracellular

Intracellular

Arginine

l

l

NLRP3 inflammasome

Caspase-1 activation

/ﬁk

pro-iL-18

IL-16



Shigella e

poliammine

» Shigella & un patogeno umano Gram
hegativo, intracellulare facoltativo.

- Shigella invade le cellule epiteliali,
i macrofagi e le cellule dendritiche
in un processo a piu fasi

* Il programma invasivo di Shigella &
regolato in risposta ai segnali
ambientali (pH, temperatura,
osmolarita, ferro).

EIEC/

Shigella crosses the intestinal barrier exploiting the
trans-cytotic properties of M cell

|
0

Actin tail

"

(Shigella invades colonocytes \
using a TTSS and inducing its

Lateral internalization by

ke e macropinocytosis. Than, Shigella
free itself from the fagosome
membrane and start to replicate
and diffuse to the neighbouring

@ns, -/

Trans-
cytosis
@ Phagosome
M cell ) \
.
{ W
0 Invasion

-

Macrophage

Shigellainduces the
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Adapted from: Croxen et al. 2013



Evoluzione da E.coli commensali ancestrali verso Shigella.
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L'acquisizione del plasmide pINV di grandi dimensioni e di diverse isole di patogenicita di
Shigella tramite trasferimento genico orizzontale & controbilanciata dalla perdita di geni
nativi i cui prodotti sono dannosi per la piena espressione del fenotipo invasivo di Shigella.

Prosseda et al., 2012, 2019



The comparison of the polyamine biosynthesis pathways

in E. coli and Shigella reveals strong differences

Cadaverine and acetylspermidine are
lost while spermidine accumulates

L-Arginine L-Ornithine L-Metlhionine
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RT-PCR

Ripristinare |'espressione di speG in S.
flexneri riduce la resistenza allo stress
ossidativo causando una riduzione

dell'espressione del gene katG
Oxidative stress assay with H,0, (bmM, 30min) b M
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wt +speG
S..flexneri



Sintesi del ruolo essenziale svolto dalle poliammine
nella virulenza batterica di Shigella

CADAVERINE INDUCES SPERMIDINE ACCUMULATION INCREASES
* Endosomal membrane stabilization || * Survival in macrophages
* Inhibition of PMN’s migration * Resistance to oxidative stress

* Reduction of enterotoxicity




