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Nel muscolo scheletrico I’invaginazione della membrana citoplasmatica (tubuloT) e le cisterne
terminali del reticolo sarcoplasmatico (SR) formano i complessi giunzionali di membrana noti
anche come triadi.

In queste strutture si instaura il meccanismo di eccitazione contrazione muscolare (E-C
coupling) grazie all’accoppiamento funzionale tra il recettore voltaggio sensibile della
diidropiridina (DHPR) situato sul tubulo T e il canale calcio (RyR1) sul reticolo
sarcoplasmatico.

La Giuntifilina 1 e la Giuntofilina 2 (JPHs) sono proteine molto conservate ed espresse nel
muscolo scheletrico. Hanno una regione C-terminale che le ancora al reticolo sarcoplasmatico e
una regione N-terminale contenente motivi noti come MORN che hanno grande affinita per i
fosfolipidi della membrana citoplasmatica. Grazie a questa struttura le JPHs mediano
I’avvicinamento tra il tubulo T e la membrana del reticolo sarcoplamatico, cio garantisce un E-C
coupling funzionale.

Dalla letteratura emerge che le JPHs interagiscono con proteine coinvolte nell’E-C coupling
(RyR1 e DHPR) e proteine coinvolte nell’omeostasi del calcio come il canale TRPC3
(Transient Receptor potential cation channel type 3).

Il mio progetto di dottorato ha come scopo quello di cercare interattori di JP1 nel
muscolo scheletrico grazie all’utilizzo della tecnica del doppio ibrido in lievito.

A questo scopo sono stati clonati quattordici frammenti di Giuntofilina 1, sovrapposti
tra loro, che coprono l’intera porzione citoplasmatica. Questi frammenti sono stati
utilizzati come “proteine esca” per lo screening. E’ stata valutata, mediante Western
Blot, I’espressione di tali frammenti nel ceppo di lievito Y2H Gold; solo i frammenti
che sono risultati ben espressi sono stati utilizzati nello screening con una library umana
di muscolo scheletrico.

Usando come proteine esca frammenti che ricoprono la sequenza di JPHI
dall’amminoacido 1 a 638, sono stati trovati molti possibili interattori (proteine preda).
Questi risultati dovranno essere confermati invertendo i vettori che contengono le proteine esca
e preda e verificando le interazioni con ulteriori approcci biochimici.
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