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Riassunto dell’attivita svolta

Riassunto dell’attivita svolta

Il poro di transizione mitocondriale (MPTP) gioaa wolo chiave nel processo
di morte cellulare mediata dal mitocondrio (apoptoslolecole in grado di
inibire il MPTP possono dunque essere dei potenageénti terapeutici, utili
nel trattamento di patologie come il trauma, il mama ischemia/riperfusione,
le malattie di Parkinson e Alzheimer e in genediltutte quelle condizioni in
cui & coinvolto lo stress ossidativo e che porttiapoptosi.

La ciclofilina D (CypD), una peptidil-prolil isomasi della famiglia delle
ciclofiline, € una proteina della matrice mitocaate che & strettamente
implicata nella regolazione della transizione apettiuso del’lMPTP. I
meccanismo con cui esplica la sua azione non erargmmosciuto. Vi sono
pero delle evidenze che mettono in luce il suo aufindamentale nella
modulazione della permeabilita mitocondriale. CygbDsi come altri membri
della famiglia delle ciclofiline, € il bersaglio ipcipale della ciclosporina A
(CsA), un undecapeptide ciclico estratto dal fuiigbypocladium inatum, che
ha rivoluzionato la pratica dei trapianti prevenemel reazioni di rigetto. CSA
infatti € ben nota per la sua potente azione imrsoppressiva che si esplica
mediante la formazione di un complesso ternario aoa ciclofilina e la
calcineurina (Cn), una Ser/Thr fosfatasi’T@almodulina dipendente. Cn,
attraverso la defosforilazione del fattore nucledirattivazione delle cellule T,
e fortemente coinvolta nelle vie del segnale chevaato la risposta
immunitaria. CsA complessa con una ciclofilina eadmplesso CsA-Cyp si
associa con Cn, inibendone I'attivita enzimatica.

Studi di ablazione genica della CypD mostrano ubimone della
permeabilita mitocondriale. Inoltre il trattamentmn la CsA migliora,
attraverso linterazione con CypD e quindi linilwpe del’lMPTP, le
condizioni di diverse patologie legate alla dislagmne mitocondriale in
modelli animali. Tutte queste evidenze convalidéipotesi che inibire CypD
sia una buona strategia terapeutica.

Il maggior problema inerente all'uso di CsA com#itore di CypD € la sua
azione immunosoppressiva, che ne limita I'impiegoquanto € possibile
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somministrarla solo per brevi periodi di tempo.altif studi clinici preliminari
effettuati su pazienti affetti da distrofia di Udln e miopatia di Bethlem hanno
dato risultati incoraggianti, ma in poche settimangazienti sono diventati
immunodepressi e quindi esposti al rischio potdezik contrarre pericolose
infezioni. Un altro problema €& che la CsA, nonotala sua lipofilia, non
raggiunge adeguate concentrazioni nel sistema sergentrale, in particolare
nel cervello, dopo somministrazione sistemica,uargo non riesce a permeare
adeguatamente la barriera emato-encefalica.

Alla luce di queste considerazioni appare chiam lehCypD sia un bersaglio
farmacologico di grande interesse e che I'ottenbmeénligandi privi di attivita
nei confronti della Cn e in grado di raggiungerenaantrazioni elevate nel
sistema nervoso centrale, sia una condizione ptentet per lo sviluppo di
agenti terapeutici in grado di controllare una gnaarieta di disturbi o
patologie.

Un altro peptide ciclico con struttura riconduagbidlla CsA é I'antamanide
(Anta). L’Anta e un ciclodecapeptide non tossicolago dal fungoAmanita
phalloides. Molte delle ricerche condotte su questa molesol#o state rivolte
allo studio della sua attivita in relazione alla siapacita di formare complessi
con metalli alcalini e alcalino-terrosi, principante N& e C&*, che sono poi
stati studiati da un punto di vista strutturaleuazionale. Come la CsA e |l
ciclolinopeptide A, un ciclononapeptide estrattoi dami di lino, I'Anta
possiede una certa attivita immunosoppressiva, rishdta pero inferiore a
guella della CsA.

Lo scopo di questo lavoro € [lideazione, la sintedhimica e la
caratterizzazione, mediante NMR, delle interazainmiche con la proteina, di
inibitori peptidici della CypD e piu specificatanterdell’Anta e suoi derivati.

by

L'obiettivo €& quello di identificare nuovi ligandiche non risultino
immunosoppressivi. L’Anta e stata scelta come bdseguartenza per le
caratteristiche comuni alla CsA, per il fatto dieev un’attivita biologica
intrinseca e per la capacita di chelare iorfi'@ae giocano, anch’essi, un ruolo

importante nella regolazione del’lMPTP.
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Per questo motivo abbiamo sintetizzato I’Anta eumalcsuoi derivati in cui i
residui di Phe in posizione 6 e 9 sono sostitliéraativamente da residui di
Gly di Tyr. Inoltre abbiamo sintetizzato due ot#ppdi in cui mancano le Phe
in posizione 5 e 6 e in posizione 9 la Phe é siagétuita da Gly e Tyr.

Infine abbiamo ottenuto per espression&.igoli la CypD marcata dfN, cosi
da poter effettuare esperimenti NMR bidimensioe#dronucleari. Tuttavia, le
notevoli difficolta riscontrate nel refolding dellproteina non ci hanno
permesso di ottenere le preziose informazioni alesig tecnica poteva offrire.
Sui peptidi sono stati effettuati comunque dei sdgglogici in vitro, che
hanno dimostrato come |'Anta sia un inibitore dedr@ di transizione
mitocondriale e che questa azione si esplica a&itsamM’inibizione della CypD.
Inoltre abbiamo dimostrato che protegge dalla depdazione mitocondriale
e dalla morte cellulare. Infine possiamo affermahe le Phe 6 e 9 sono
fondamentali per I'azione biologica su CypD, poithii i suoi derivati si sono

mostrati privi di attivita.
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Summary

Summary

The mitochondrial permeability transition pore (M®Tplays a key role in the
process of mitochondria-mediated cell death (amiptoMolecules able to
inhibit the MPTP can therefore be potential theuwtioe agents useful in
treating conditions such as trauma, ischemia/rapenh injury, Parkinson's
and Alzheimer's disease and in general all thoséitons in which oxidative
stress is involved and leading to apoptosis.

The cyclophilin D (CypD), a peptidyl-prolyl isomee is a mitochondrial
matrix protein that is closely involved in the opgosed transition regulation
of MPTP. The mechanism by which exerts its actomat yet known. There
are, however, evidence highlighting its key role time modulation of
mitochondrial permeability. Like other cyclophiliamily members, is targeted
by cyclosporin A (CsA), a cyclic undecapeptide agted from the fungus
Tolypocladium inatum, which has revolutionized the practice of prevegti
transplant rejection. In fact, CsA is well known r fchis powerful
immunosuppressant that is expressed through thmatmn of a ternary
complex with a cyclophilin and calcineurin (Cn), Ser/Thr phosphatase,
C&*/calmodulin-dependent. Cn, through the dephosphatioyi of nuclear
factor of activated T cells, is heavily involvedsignal pathways that activate
the immune response. CsA interacts with a cyclaphaind the CsA-Cyp
complex associates with Cn, inhibiting its enzymatctivity. Gene ablation
studies show that CypD desensitizes MPTP. In amditireatment with CsA
improves, through interaction with CypD and then TWPinhibition, the
conditions of various diseases related to mitochahdysregulation in animal
models. All these findings validate the hypothébket inhibition of CypD is a
good therapeutic strategy.

The major problem in the use of CsA as an inhibitdr CypD is its
immunosuppressive action, which limits its use ay fme given only for short
periods of time. Indeed, preliminary clinical stesliperformed on patients with
Ullrich dystrophy and Bethlem myopathy have yieléedouraging results, but

in a few weeks, the patients became immunosuppteasel then exposed to
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the potential risk of contracting dangerous inf@asi. Another problem is that
CsA, in spite of its lipophilicity, does not reaadequate concentrations in the
central nervous system, particularly in the brdterasystemic administration,
because it fails to adequately penetrate the bhyadh barrier.

In light of these considerations it is clear thgpD is a drug target of interest
and obtaining ligands with no activity against t8e and can reach high
concentrations in the central nervous system, iscoadition for the
development of promising of therapeutic agents taat control a variety of
disorders or diseases.

Antamanide (Anta) is a non-toxic ciclodecapeptidelated from the fungus
Amanita phalloides. Much of the research conducted on this molecaleh
been devoted to the study of his activities intretato its ability to form
complexes with alkali metals and alkaline earthaisetmainly N4 and C&,
which were then structurally and functionally sedli As CsA and
ciclolinopeptide A, a ciclononapeptide extracteohirflax seed, the Anta has
some immunosuppressive activity, which is howewever than that of CsA.
The purpose of this work is to design, chemicalisgsis and characterization,
with NMR, atomic interactions with the protein, péptide inhibitors of CypD
and more specifically of the Anta and its derivaiv The objective is to
identify new ligands that are not immunosuppressiVee Anta has been
chosen as the starting point for the features comtooCsA, for the fact of
having biological activity and the ability to chegaC&" ions that play an
important role in the regulation of MPTP. For théason we synthesized the
Anta and some derivatives in which the Phe resaluposition 6 and 9 are
replaced by either Gly and Tyr residues. We alsdh®sized two octapeptidies
lacking the Phe in position 5 and 6, and the Phgosition 9 has been replaced
by Gly and Tyr. Finally we got for expressionincoli the CypD marked with
5N, to perform two-dimensional heteronuclear NMR erkpents. However,
the great difficulties encountered in the refoldwfgthe protein did not allow
us to obtain valuable information that this teclueiqgould offer. Peptides were
performed on the in vitro biological assays, whiidve shown as the Anta is

an inhibitor of the mitochondrial transition poradathat this action is via
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inhibition of CypD. We have also shown that Antatpcts from mitochondrial
depolarization and cell death. Finally we can dagt the Phe 6 and 9 are
essential for the biological action on CypD, astalderivatives have shown no

activity.
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Abbreviazioni

Elenco delle abbreviazioni

AcOEt Etile acetato

Anta Antamanide

Boc tert-butilossicarbonile

CD Circular Dicroism

Cn Calcineurina

CRC Calcium Retention Capacity
CsA Ciclosporina A

Cyp Ciclofilina

DCCI Dicicloesilcarbodiimmide
DCM Diclorometano

DMF N,N-dimetilformammide
ESI-MS ElectroSpray lonization Mass Spectroscopy
Et,O Etere etilico

HOSu ldrossisuccinimmide

IBCF Isobutilcloroformiato

Me Metile

MeCN Acetonitrile

MeOH Metanolo

MPTP Mitochondrial Permeability Transition Pore
NMM N-metilmorfolina

NMR Nuclear Magnetic Resonance
ROS Reactive oxygen species



Abbreviazioni

RP-HPLC Rever se phase high performance liquid chromatography

SDS-PAGE Sodium dodecyl sul phate-polyacrylamide gel
electrophoresis

tBu tert-butile

TEA Trietilammina

TFA Acido trifluoroacetico

THF Tetraidrofurano

TLC Thin Liquid Chromatography

z Benzilossicarbonile
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Introduzione

1.1 1 MITOCONDRI

I mitocondri sono organuli presenti nel citosoltdite le cellule animali a
metabolismo aerobico. Sono costituiti da due mendarka membrana interna
e la membrana esterna; lo spazio fra queste duebraem & detto spazio
intermembrana. Lo spazio delimitato dalla membriamerna € detto matrice
mitocondriale; la membrana interna si estende nabdrice formando delle

pieghe dette creste mitocondriali, dove si conegwtrgli enzimi respiratori
(Fig. 1).

Creste mitocondriali

Matrice

Membrana esterna

_ Spazio
Membrana interna intermembrana

Fig. 1. Struttura di un mitocondrio.

Nella maggior parte delle cellule si presentano edastoncini del diametro di
0.2-1 um e possono raggiungere una lunghezza massima gmlQ.e due
membrane mitocondriali presentano differenti prejgria causa della loro
diversa composizione. La membrana esterna € compestil 50% da lipidi e
per il resto da svariati enzimi dalle molteplictiata tra cui: I'ossidazione
dell'adrenalina, l'allungamento degli acidi grassila degradazione del
triptofano. Essa, inoltre, contiene porine, capatiteici transmembrana che la

rendono permeabile e permettono il passaggio decotd di massa inferiore a

11



Introduzione

5 kDa. Nella membrana interna risiedono i complpssieici, muniti di gruppi
prostetici comprendenti ioni metallici, che cosstono la “catena
respiratoria”, il cui compito e di trasportare a#isigeno gli “equivalenti
riducenti” generati dall'ossidazione dei substrali.progressivo trasferimento
degli elettroni da un centro redox della catenalaib fino alla formazione di
0> (H,0) & associato un trasferimento netto (“pompaggit”protoni dalla
“matrice” interna allo spazio intermembrana [1].dJraratteristica particolare,
propria delle membrane batteriche, € la presenzadiécole di cardiolipina
(difosfatidil-glicerolo) e l'assenza di colesterolba membrana interna, al
contrario di quella esterna, e selettivamente pahihe priva di porine, ma con
trasportatori transmembrana altamente selettiviqmgn molecola o ione. A
seguito di cio le due facce della membrana inteweagono chiamate,
rispettivamente, versante della matrice e versambsolico (in quanto viene
facilmente raggiunto dalle piccole molecole delosdl cellulare) oppure
versante N e versante P in ragione del diversong@k di membrana
(negativo nel versante citosolico e positivo netljpazio intermembranoso
interno). La matrice mitocondriale ha consistenedatinosa a causa della
concentrazione elevata di proteine idrosolubilirq@i 500 mg/ml) tra cui
numerosi enzimi, ribosomi e molecole di DNA cirgela doppio filamento. |
mitocondri, infatti, possiedono un proprio matexiafjenetico che viene
trascritto e tradotto all'interno del mitocondritesso, nella matrice. Le
proteine mitocondriali vengono codificate in pattegeni nucleari e in parte da
geni del DNA mitocondriale. La presenza di questatamale genetico
allinterno dei mitocondri € una delle evidenze @stsgno della teoria
endosimbiotica. Si pensa infatti che i mitoconadrdyme i cloroplasti nelle
piante, derivino da batteri ossidativi fagocitagila cellula e poi sopravvissuti
come simbionti. Funzionalmente, i mitocondri ragemano la centrale
energetica della cellula eucariotica, in quantsua interno, mediante ciclo di
Krebs e catena di trasporto degli elettroni, vipnedotto I'ATP, la principale

molecola trasportatrice di energia della cellulg(R).

12
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Gomplex T Complex 1T Gomplex 11T Gomplex IV Gomplex ¥

L0 o o)
302 2zt HO

ZH*
Ciac hrome bel complex
(hovine)

Cymelome ¢ oxidase
(hovine)

ce-[z7a1|-wo-[Fei1
som:ferar)mo-foetr]

i

Fig. 2. Catena respiratoria mitocondriale.

Questo processo viene definito fosforilazione aasid. Durante la
fosforilazione ossidativa puo accadere che un s@tirone vada a ridurre una
molecola di @ determinando la produzione di un anione superoggi ), un
radicale estremamente reattivo, Opu0 essere protonato formando cosi il
radicale idroperossido (H&) che puo reagire, a sua volta, con un altro anion
superossido per produrre perossido di idrogen®@{H?2].

La sintesi di radicali liberi € anche un process$®,cse opportunamente
controllato, puo essere una valida arma controreh@@ti microorganismi.
Durante l'inflammazione, infatti, i leucociti polorfonucleati sono soggetti ad
una produzione massiva di questi radicali per atione dell'enzima NADPH
ossidasi. Per difendersi dai potenziali danni diogutadicali liberi la cellula

possiede degli specifici sistemi scavenger:

* la catalasi: un enzima che catalizza la reaziongidiinazione
del perossido di idrogeno (26, — O, + 2 H,0),

e il glutatione (GSH) che determina l'eliminazione dadicali
liberi sfruttando il gruppo sulfidrile nella suarfoa ridotta
(H20, + 2 GSH— GSSG (omodimero di glutatione) + 201 2
OHe + 2 GSH— GSSG + 2 KHO),

» vari antiossidanti quali I'acido ascorbico e lamine A ed E,

e il gruppo delle superossidodismutasi (Fig. 3)..

13
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H,0,
CuZnsoy
o, ©O;
Intermembrane
space
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E] membrane
matrix
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02 02 02 02
L MnSOD |
v
H 202

Fig. 3. Gruppo delle superossidodismutasi.

Dunque esiste un equilibrio tra formazione ed elamione di specie ossidanti.
Quando questo equilibrio si rompe si € nella candiz che viene definita
stress ossidativo [3]. Fattori come il fumo di s&jta, il colesterolo elevato, il
diabete e lipertensione sono tra le principali seadi questa condizione,
ritenuta essere alla base di piu di 100 patolorpeld quali le malattie di
Parkinson e di Alzheimer. La produzione di radi@lmassima se la catena
respiratoria viene interrotta completamente, o quassndo degli inibitori che
impediscono il flusso di elettroni verso la citotr@ ossidasi terminale e da
questa all'ossigeno. Una situazione di grande ail@a patofisiologica, e di
interesse per questa tesi, si verifica nel casandssia 0 marcata ipossia. In
questo caso, mancando il recettore terminale defgitroni, la catena
respiratoria viene ad essere completamente inil8&.viene reintrodotto
dell'ossigeno, soprattutto se a bassa concentrazioome nelle prime fasi
della risoluzione di un’ischemia, una parte di qaesarica redox della catena
verra smaltita via reazioni secondarie di trasferitbo monoelettronico, con
una fase di intensa produzione di 4]].

Anche un aumento dei livelli di €amitocondriali stimola fortemente, con un
meccanismo tuttora ignoto, la produzione di speadicaliche dell'ossigeno
(ROS) [5]. Lo scompenso dei livelli di &acitosolico e mitocondriale & una
caratteristica di varie patologie, in particolareurodegenerative e di origine
ischemica, e porta all'iperproduzione di ROS mitwbaali. Una super-
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produzione cronica di superossido si avra anche oato di un
malfunzionamento della catena respiratoria per ttdifgenetici o danni
accumulatisi nel tempo. | mitocondri sono il piupontante sito cellulare di
produzione di ROS: e stato stimato che fino alld& consumo di ossigeno, in
condizioni normali, possa portare alla formazionsuperossido [6]. A queste
ROS mitocondriali viene attribuito un ruolo importa nei processi di
invecchiamento, nella necrosi e in patologie deggive quali ad esempio la
malattia di Parkinson.

Le “mitocondriopatie” strettamente intese sono atasla mutazioni in geni
che codificano proteine mitocondriali [7,8] o chemunque possono influire
sulla funzionalita degli organuli [9]. | mitocondvossono pero essere implicati
nell’eziologia di una varieta di diverse e graviglagie anche perché hanno un
ruolo fondamentale in processi che portano allatendella cellula: apoptosi e
necrosi [10-12]. Gli effetti di disfunzioni mitocdnali sono una ridotta
disponibilita di ATP (importante in cellule che dipdono dalla fosforilazione
ossidativa) e una accentuata produzione di ROS [13]

“Apoptosi” usava indicare il processo di morte disigica, programmata,
durante lo sviluppo (I'esempio classico e I'elingiane della coda nei girini).
Dopo la scoperta delle caratteristiche salientisdel meccanismo biochimico,
negli anni '90, il termine venne applicato spesscha a processi di morte
indotti da farmaci, radiazioni genotossiche edi atimoli che mettono in
funzione gli stessi meccanismi. Si tratta di uncesso ordinato, che richiede
una precisa sequenza di eventi ed energia (ATPggsere portato a termine,
in cui la cellula mantiene la sua integrita fino @b stadio avanzato, e che
nell’organismo culmina nella fagocitosi dei residellulari. L'apoptosi e i suoi
meccanismi sono uno dei campi piu attivi dellandeebiologica di questi anni
[14-16]. Un passaggio importante € il rilascio dapazio intermembrana dei
mitocondri di proteine pro-apoptotiche, fra cuictocromo c, la proteina
solubile che trasporta equivalenti riducenti dainptesso 1l al complesso IV
della catena respiratoria. Giunti nel citoplasmastufattori determinano, fra
I'altro, I'attivazione delle caspasi, proteasi cibrcompito di distruggere una

serie di proteine vitali per la sopravvivenza delle.
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Per “necrosi” s’intende invece la morte “accidéitache deriva da uno
scompenso dell'omeostasi metabolica e ionica dmdlaula e/o dalla perdita
dell'integrita fisica della membrana plasmaticauémina nella frammentazione
della cellula con dispersione dei suoi componeb& un punto di vista
biochimico, i due fenomeni di maggior spicco asatica necrosi sono lo
scompenso dell’'omeostasi del “Caellulare (che peraltro avviene anche in
molti processi apoptotici) e lo stress ossidatiMella necrosi entrambi questi
fattori convergono ai mitocondri per determinare ‘l&ransizione di
Permeabilita Mitocondriale”. Questa causa depatadione dei mitocondri,
perdita di fattori mitocondriali, un aumento defp@oduzione di ROS (con
conseguente feedback positivo), deplezione di ATReeprolungata, morte
della cellula. L’aumento di permeabilita & statogwsto come evento chiave
nell’apoptosi indotta da una varieta di agenti, nsaltati recenti sembrano
piuttosto indicare che porti prevalentemente aosdi7-20] e lasciano pochi
dubbi che sia un evento fondamentale nel dannatséies determinato da
ischemia/riperfusione [21]. Il coinvolgimento di BOnella produzione del
danno da ischemia/riperfusione e stato chiaramdmmstrato [22,23]. Gli
eventi cellulari che hanno luogo nell'ischemia/ripsione sono precisamente
quelli che portano alla permeabilita mitocondri@é-26].

Durante l'ischemia cardiaca, il flusso di sanguguendi il rifornimento di
ossigeno e glucosio alla zona colpita sono intkrréia generazione del
potenziale transmembrana e la fosforilazione osismlasono inibite, e le
cellule passano ad un metabolismo glicolitico. baseguente produzione di
acido lattico determina un abbassamento del pH, iokexferisce con la
glicolisi stessa. Avviene un’idrolisi netta di ATBon corrispondente aumento
dei livelli di Pi. Uno scambiatore N&d™ della membrana cellulare esporta
protoni ed importa Na che non pud venire ri-esportato dalla’ & ATPasi a
causa della deplezione di ATP. A causa dellaumel@oNa citosolico, lo
scambiatore N#C&" della membrana cellulare, che in condizioni noimal
esporta C&, ora lo importa, e la concentrazione dfTeitosolico aumenta. I
poro di transizione mitocondriale rimane nondimepbiuso, a causa

dell'acidificazione e perche la depolarizzaziondademembrana mitocondriale
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interna limita 'accumulo di C& in matrice. Data la mancanza di ossigeno, i
centri redox della catena respiratoria diventanmmetamente ridotti. Alla
reintroduzione di @ la riossidazione della catena respiratoria paiia
generazione di ROS, le pompe protoniche della eatgnendono a funzionare
determinando la ripolarizzazione della membranarina, e i mitocondri di
conseguenza importano €aMano a mano che i valori di pH tornano alla
normalita, le condizioni si avvicinano a quelleatiger I'apertura del poro, la
cui induzione € la causa prossimale di morte netlaa periferica dell’area
infartuata (mentre le cellule piu severamente ¢elphuoiono, pare, per
apoptosi). Eventi simili hanno luogo anche in atessuti, fra cui il piu
importante clinicamente ¢ il cervello.

L’interesse per le malattie di origine mitocondeia la dimostrazione che i
mitocondri hanno un ruolo centrale in molte pat@ogon genetiche hanno
determinato la nascita di un nuovo settore di caerche si propone di
individuare strumenti farmacologici che agiscanbvallo mitocondriale per
bloccare (ad esempio nelle malattie neurodegenejati attivare (ad esempio
nel cancro) i processi di morte cellulare. Gli amai e i contesti di questa
attivita sono molteplici, come le patologie su supuo sperare di intervenire.
Si va da tentativi di terapia genica delle malatiigocondriali [27], alla
chemioterapia antitumorale basata su induttori adglermeabilita (spesso
composti con attivita redox, usati come pro-osdiflai28-30] all’'uso,
viceversa, di inibitori [31-33], di composti antsidanti, di modulatori delle
proteine regolatrici dell’apoptosi [34,35] o di cpasti che ne mimano gli
effetti nella terapia anti-neurodegenerativa [3@er una “medicina
mitocondriale” € importante sviluppare farmaci ndiati specificamente ai
mitocondri (mitocondriotropici) [37,38]. Questo pare illustrato bene dalla
scarsa efficacia della somministrazione di antdssii come ad esempio la
vitamina E nei confronti di malattie pur sicuramerstd eziogenesi almeno
parzialmente ossidativa, come la malattia di Padkin La mancanza di un
effetto significativo é attribuita a difficolta dissorbimento dei composti e alla

loro diluizione a livelli uniformi in tutto il corp e nelle cellule [39].
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1.2 LE CICLOFILINE

Le ciclofiine (Cyp) sono proteine presenti sia r@iocarioti che negli
eucarioti; quelle umane sono rappresentate daamalia di 26 omologhi. Il
loro ruolo biologico non & ancora stato completameompreso, ma sappiamo
di certo che sono coinvolte nellassemblaggio pcote nella trasmissione del
messaggio cellulare. Le ciclofiline umane hann@néemente assunto un ruolo
promettente come bersagli farmacologici. Per esemPypA risulta essere
implicata nel ciclo replicativo del virus HIV e CBpin quello dell’epatite C
[40,41]. L'interesse, in questo progetto, € rivolo CypD, una proteina
mitocondriale che e parte integrante del sistema odgola il poro di
transizione mitocondriale (MPTP), il quale gioca mmwlo fondamentale nel
processo di morte cellulare [42].

La permeabilizzazione delle membrane mitocondrédtraverso la formazione
di pori di natura multi-proteica, e frequentemelateconseguenza di stress o
danni cellulari che portano alla dissipazione detepziale di membrana
mitocondriale, al disaccoppiamento della fosfordae ossidativa, al
rigonflamento dell’organulo e, infine, al rilasathh proteine apoptotiche dallo
spazio intermembrana, dando il via a una cascataetiti che culmina con la
morte della cellula [43]. Appare chiaro, quindipe®i componenti del MPTP
possano essere degli interessanti bersagli farmgicol per tutte quelle
condizioni in cui € implicata la morte cellular@optotica o necrotica, come ad
esempio il danno da ischemia/riperfusione, il traure le patologie
neurodegenerative [44].

CypD, come tutte le altre ciclofiline, € una Pepitolil Isomerasi (PPlase) e
funziona quindi da chaperone nel mitocondrio, eaahdo I'isomerizzazione

cis-trans del legame ammidico che precede un residuo dinar¢Fig. 4) [45].
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FPlases
e
—

Fig. 4. Isomerizzazioneis-trans di un legame peptidil-prolinico

| ribosomi, infatti, sintetizzano catene peptidiaten il legame ammidico in
conformazionetrans, la forma stericamente piu favorita. Tuttavia é&dte
necessario che questo legame sia in configurazobseper far si che le
proteine si ripieghino nella giusta maniera.

Tutte le ciclofiline sono geneticamente e struttuente conservate sia nei

batteri che negli animali (Fig. 5).
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Fig. 5. Allineamento di sequenza delle maggioriaitne umane.
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Presentano un dominio comune costituito da 10@wesimminoacidi definito
Cyclophilin-Like Domain (CLD), che si sviluppa in [Bstrands antiparalleli
formanti unp-barrel. Questo é poi circondato da domini (elieHeops), unici
per ogni tipo di ciclofilina, che sono associatiaakcompartimentazione
cellulare e alla specializzazione funzionale [46].

Le ciclofiline sono il principale bersaglio del faaco immunosoppressore
Ciclosporina A (CsA), un undecapeptide ciclico a$tr dal fungo
Tolypocladium inatum, che ha rivoluzionato la pratica dei trapianti presedo

le reazioni di rigetto (Fig. 6).

Cyclophilin binding residues
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Fig. 6. Struttura della ciclosporina A

CsA presenta due siti di binding, uno per le Cypne per la Calcineurina
(Cn), una Ser/Thr fosfatasi E&almodulina dipendente. Cn, attraverso la
defosforilazione del fattore nucleare di attivazodelle cellule T, gioca un
ruolo importante nelle vie del segnale che attivémaisposta immunitaria.
CsA complessa con una ciclofilina e il compless&-Cyp si associa con Cn,
inibendone l'attivita enzimatica [47].

CypD e una proteina solubile codificata dal nucm®ne biosintetizzata con
una sequenza che la indirizza al mitocondrio e dle@e poi scissa nella
matrice mitocondriale, in uno di due punti, portandd ottenere proteine
mature di rispettivamente 17.6 kDa come prodottoamiario e 18.6 kDa
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come prodotto prevalente. L'omologia con altredfithe € elevata: 75% con
CypA, 61% con CypB e 58% con CypC.

| residui altamente conservati sono distribuitiatérso la superficie proteica e
tutti quelli interagenti con CsA sono conservattutie le specie. Il folding di
CypD é essenzialmente identico a quello delle altidofiline, come
confermato dalle strutture cristallogafiche delleotpina in assenza o in
presenza di CsA (Fig. 7) [48,49].

Fig. 7. Struttura della CypD in assenza e in preage ciclosporina A
(File pdb 2BIT e 2Z6W).

1.3 IL PORO DI TRANSIZIONE MITOCONDRIALE (MPTP)

L'MPTP puo essere visto come un canale compostegalato, da molecole di
diversi compartimenti mitocondriali. Il diametrold®soro e di circa 3 nm. La
sua transizione aperto-chiuso e altamente e finmmesgolata da svariati
effettori e in differenti siti. Pud rimanere chiusolungo, probabilmente per
regolare I'omeostasi del &a oppure rimanere aperto per lungo tempo,
situazione che compromette la vita della cellulanaUvolta aperto, le
componenti non proteiche della matrice e dello gpatermembrana, come
H*, ATP e nucleotidi pirimidinici, si riequilibranottaaverso la membrana
interna causando depolarizzazione mitocondrialeegedione di importanti
substrati. Inoltre I'apertura del poro causa ilbrifamento della matrice, con

spiegamento delle creste ed infine rottura dellanbrana esterna. Una volta
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rotta la membrana esterna, quella interna rilagaiéeine apoptotiche, incluso
il citocromo C, dando il via al processo di mor&dlare [50]. L'apertura del
poro € modulata dal pH della matrice e dal potéazmitocondriale. Essa e
favorita dalla presenza nella matrice di’Gdosfato inorganico (Pi), acidi
grassi, come ad esempio I'acido arachidonico [ba$i pirimidiniche ossidate,
perossidi, ROS, NOS, e tossine [52,53]. L'aper@iranvece, inibita da Mg,
S, Mn**, Ubichinone 0 (Ub0), nucleotidi adeninici e pHwel® [54]. Infine,
'apertura e favorita dalla depolarizzazione mitodwale: aumentando |l
potenziale di soglia gli induttori possono favollisgertura, mentre portandolo
a valori piu negativi gli inibitori possono dimimaila probabilita di attivazione
del MPTP [55].

La composizione molecolare del MPTP non e ancaonecbaosciuta. Una delle

ipotesi piu apprezzate € che esso sia costituitoed@omponenti:

. VDAC: Voltage-Dependent Anion Channel, situato nellamibena

esterna,;

. ANT: Adenine Nucleotide Translocator, situato nella ntheana
interna,

. CypD: Cyclophilin D, situata nella matrice.

In questo modello, CypD ¢ in grado di legare ANiT@mplesso ANT-VDAC
e l'unione di queste tre componenti porta all'apextdel MPTP (Fig. 8) [56].

Savere | MpTPs stay open; | g | Necrosis

Outer '“‘Su'tq ATP Is dapleted

mitochonarial (i |REHERH
membrane Xl )

X Caklum and Mitochondrial swell
ANT  Oxidalive stress gk ekl
g ezt Fewed — 0 =¥ membrans,
mitochondrial :ﬂ:, ‘(H‘ HEES release of cytochrome ¢
membrane $54 Haseq
s 3| MPTPs close; g
C%YPD Moderate | ATP production Is > Apoplosis
Inesuit maintained

Fig. 8. Rappresentazione schematica del MPTP.

Piu recentemente, grazie a studi condotti su eelddttoposte ad ablazione
genica, si € potuto constatare che nessuna digpesteine € indispensabile
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per l'assemblaggio del MPTP, poiché si poteva esser permeabilita
nonostante la loro mancanza. Inoltre, mitocondbiais da cellule diArtemia
franciscana, un gamberetto, non mostrano permeabilita, pursgm@ndo
VDAC, ANT e CypD [57].

Un secondo modello prevede che CypD, e altre pretethaperon-like,
sopprimano la conduttanza nel canale formatosieiguso a misfolding e
aggregazione di proteine di membrana, attraversdegame con esse che
permette la chiusura del condotto. Un aumento dmllecentrazione di Ga
nella matrice perturba il complesso tra chaperopraeine canale aprendo
cosi il poro (Fig. 9) [58].

L\ A
; Misfolding and
Clustering

Ca2+
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CypD

Unregulated Regulated, Regulated,
Closed Open

Fig. 9. Secondo modello del MPTP.

Queste proteine che interagiscono con il poro giocan ruolo molto
importante nella sua regolazione, tuttavia non @ossessere considerate dei
veri e propri costituenti di esso. Tra le piu impoti troviamo le proteine anti
e pro-apoptotiche della famiglia Bcl-2 [59], siteiatulla membrana esterna, la
creatin-chinasi (CK) mitocondriale, le esochinadiHK] associate al
mitocondrio sulla membrana esterna [60] e ancoracéttore periferico delle
benzodiazepine (PBR) sempre sulla membrana estrngllo della matrice,

invece, troviamo la ciclofilina D. CypD, dunque, @ssenziale per la
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regolazione del MPTP, ma non ne & un componentattilnin topi CypD-
knock-out il poro risulta desensibilizzato al’Gana pud ancora essere aperto.
| topi CypD-deficienti sopravvivono, non presentamofenotipo particolare e
si sviluppano normalmente, con un cervello e umesia cerebrovascolare
apparentemente normale. Mostrano, pero, obesita oglifioazioni del
comportamento in eta adulta, con alti livelli dse&ned emotivita [61]. CypD
non € essenziale per la morte cellulare mediatanttakondrio; in particolare,
non é richiesta per i processi apoptotici esseinmel’embriogenesi e nella
sopravvivenza del topo adulto. Tuttavia pud gioaameruolo cruciale nella
risposta a stress cellulari. Inaspettatamente,i studovraespressione hanno
dimostrato che CypD protegge dall’apoptosi invelce mnescarla [62,63]. La
complessita del ruolo di CypD é inoltre sottolireeatalle recenti scoperte
inerenti agli effetti eta-dipendenti legati all'bizione del MPTP [64].
Nonostante il fatto che le proteine bersaglio dpBynon siano ancora state
ben definite, la scoperta che il MPTP e inibitol@laCsA o dall’ablazione
genica di CypD, ha suggerito che CypD possa essemgotenziale bersaglio
farmacologico per il trattamento di disturbi dovatiia disregolazione del
MPTP. Il trattamento con CsA, o con derivati honmuonosoppressori,
migliora, attraverso l'inibizione del MPTP, la disfia muscolare congenita di
Ullrich (collagene VI), normalizza la funzione nutundriale e I'apoptosi e,
sorprendentemente, favorisce la rigenerazione ntargcoei pazienti affetti da
miopatie correlate al collagene VI (distrofia dilrigh e miopatia di Bethlem)
[65-67]; questo fenomeno € strettamente legatetall’ Inoltre I'ablazione
genica di CypD protegge il topo dal danno cardiaégndotto
dall'ischemia/riperfusione, una tipica causa dildejpne di ATP, aumento di
C&* e produzione di ROS [68]. Protegge il topo dattismia cerebrale [69],
aiuta il recupero in modelli animali di distrofia uscolare [70,71], di
encefalomielite autoimmune [72] e della malattiaAdzheimer [73]. Tutte
queste evidenze convalidano l'ipotesi che inibigg sia una buona strategia
terapeutica. Il maggior problema inerente allusoCdA come inibitore di
CypD ¢ la sua azione immunosoppressiva, che nélifimpiego in quanto é

possibile somministrarla solo per brevi periodi ®@mpo. Studi clinici
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preliminari effettuati su pazienti affetti da dadia di Ullrich e miopatia di
Bethlem hanno dato risultati incoraggianti, ma octlpe settimane i pazienti
sono diventati immunodepressi e quindi esposti isthio potenziale di
contrarre pericolose infezioni. Di conseguenzajverdato molto importante
sviluppare analoghi di CsA privi della capacita wlteragire con la
Calcineurina e, quindi, di inibire la risposta immtaria [74]. Un altro
problema e che la CsA, nonostante la sua lipofilian raggiunge adeguate
concentrazioni nel sistema nervoso centrale, itiquéare nel cervello, dopo
somministrazione sistemica, in quanto non riespereeare adeguatamente la
barriera emato-encefalica. Un approccio diretto peestigare le funzioni
biologiche di CypD e il suo modo di regolare il MPTé stato quello di
analizzare i suoi partner cellulari. Al momentotate dimostrato che CypD

interagisce con le seguenti molecole:

1. ANT : tradizionalmente si pensava che CypD interagiese ANT con
un meccanismo CsA-dipendente che rilascia CsA daeahpbesso.
L'identita di questo partner & stata ampiamenteusisa. Comunque
CypD forma con ANT un immunocomplesso che precififg.

2. Trasportatore del fosfat@ stato identificato un immunoprecipitato tra

CypD e il carrier del fosfato mitocondriale. Visthe anche ANT
interagisce con questa proteina, € stato propok& ic MPTP sia
attivato dal reclutamento &adipendente di CypD ad opera del
trasportatore del fosfato, il quale & anche sdesiiligandi di ANT. A
supporto di questo modello vi e il fatto che irdbitdel MPTP, come
UbO, Ro 68-3400 e NEM, sono anche inibitori delrieardel fosfato,
ma non sono disponibili studi genetici approfonditi
3. Complesso Hg-ATPasi CypD si associa al complesso e ne inibisce

I'attivita, mentre, in presenza di CsA, CypD sicsta dalla membrana
interna e l'idrolisi di ATP aumenta, come avviengl mitocondri di
cellule CypD knock-out.

4. Bcl-2: é stato identificato anche un immunoprecipitatcCgipD con

proteine della famiglia Bcl-2, proteine localizzate norma sulla
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membrana mitocondriale esterna. Questo risultaspettato puod
essere spiegato assumendo che una parte di quetsia@ risieda sulla
membrana interna, oppure che linterazione traBel-CypD avvenga
in siti di contatto tra la membrana interna e quekterna, dove CypD
potrebbe esercitare un’azione anti-apoptotica llalborazione con Bcl-
2, inibendo il rilascio di citocromo C [76].

5. TRAP 1 (TNF Receptor-Associated Protein: I)/RAP 1 €& uno

chaperone mitocondriale della famiglia di Hsp90.AFR1 e stato

identificato come una proteina associata al recettiel TNF (Tumor

Necrosis Factor) [77]. Mostra un comportamento -aptiptotico in

molte condizioni; infatti una sua inibizione favswe il processo di
morte cellulare. Viene fosforilata da PINK1, unar/$kr-chinasi

mitocondriale le cui mutazioni sono responsabiluda forma recessiva
autosomiale di malattia di Parkinson. La fosfoitee di TRAP1

protegge contro gli stress ossidativi [78]. TRAP&mbra essere
coinvolto in interazioni con Hsp90 e CypD che antagzano I'effetto

di CypD sul MPTP [79].

1.4 ANTAMANIDE
L’antamanide (ANTA) e un ciclodecapeptide non tosst(Val-Pro-Pro-Ala-

Phe-Phe-Pro-Pro-Phe-Phe), isolato nel 1968 dalofuliganita phalloides
(Fig. 10)[80].

Fig. 10. Struttura dell’Antamanide.
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Una ben nota funzione dell’Antamanide e quella sieee un antidoto per le
intossicazioni dello stesso fungo da cui si estpaeyenendo I'accumulo delle
fallotossine nelle cellule. Molte delle ricerchendotte su questa molecola
sono rivolte allo studio della sua attivita in mtme alla sua capacita di
formare complessi con metalli alcalini e alcalieordsi, principalmente Neae
C&*[81], che sono poi stati studiati da un punto ditaistrutturale [82-84] e
funzionale [85,86]. L’Antamanide infatti, come distmato da analisi effettuate
con spettrometria di massa, dicroismo circolareg Itre tecniche, in solventi
non polari mostra la capacita di formare complakaimente stabili con cationi
metallici. Al contrario, in ambiente acquoso non é&ievidenza di queste
interazioni. Come la CsA e il ciclolinopeptide Ay aiclononapeptide estratto
dai semi di lino con struttura simile a quella dNPA e CsA, I'’Antamanide
possiede una forte attivita immunosoppressiva [8F].trattamento con
Antamanide si é rivelato efficace nell'inflammazéopolmonare, nel’edema
renale e cardiaco e riduce la concentrazione plasmedel trombossano B2.
Infine presenta anche un’azione antiproliferativa Igee cellulari F 10

metastasiche, inibendone la crescita [88].
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Scopo

La CypD é un bersaglio farmacologico di granderadse. L'ottenimento di
ligandi privi di attivita nei confronti della Cn & grado di raggiungere
concentrazioni elevate nel sistema nervoso centmilenta dunque una
condizione promettente per lo sviluppo di agentapeutici in grado di
controllare una gran varieta di disturbi o patoéodia CsA si € rivelata essere
un valido inibitore della CypD, ma la sua potentéoae immunosoppressiva
ne limita I'impiego, in quanto e possibile sommirasla solo per brevi periodi
di tempo. Recentemente e stato sviluppato un aoalelia CsA, I'Alizporivir,
conosciuto anche come Debio 025, la cui struttustréttamente connessa a
quella della CsA, le cui lievi modifiche fanno $iecnon interagisca con la Cn.

Il Debio 025 infatti non manifesta attivita immuopgressiva (Fig. 11).
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Fig. 11. CsA (A) e Debio 025 (B)

by

Anche I'Anta e riconducibile strutturalmente allsACe come essa manifesta
attivita immunosoppressiva, seppur molto piu blanBaesenta una certa
attivita biologica intrinseca e ha la capacitaatinfare complessi con gli ioni
cd*, i quali a livello mitocondriale giocano un ruolmportante nella
regolazione dellMPTP. In virtu di queste sue dardgtiche é stata scelta, in

questo lavoro, come punto di partenza per lo spibugi nuove molecole che,
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attraverso l'interazione con la CypD, siano in gratl inibire 'MPTP senza
manifestare attivita immunosoppressiva.

L’obiettivo generale di questo lavoro, dunque, a&ctdi utilizzare 'NMR per
identificare nuovi inibitori della CypD a ridottdt&ita immunosoppressiva. Le
due molecole di partenza, come detto, sono il D&%ice I'Antamanide, |l
primo ottenuto dal produttore ed il secondo petesinchimica.

Per effettuare un design razionale di nuove moeaddl stato necessario
ottenere, tramite espressione proteic&.icoli, la CypD marcata®N in modo
da poter effettuare esperimenti NMR e ricavare irtgyi informazioni circa
le interazioni a livello atomico tra la proteinale due molecole [&ad’
attraverso esperimenti HSQC le informazioni rigaatdil sito di legame sulla
proteina e mediante misure di altro genere ideatié i residui coinvolti nel
peptide. Tutto cio con lo scopo di sviluppare detinzare derivati dell’Anta e
del Debio 25 che risultino piu affini alla proteigache, possibilmente, non

manifestino affinita per la Cn.
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3.1 SINTESI DEI PEPTIDI

Fin dall'isolamento dell’Antamanide sono stati siidzati suoi analoghi in
gran numero per indagare i dettagli strutturaliessari perché questo peptide
ciclico manifesti la sua azione biologica. Il prinapproccio fu quello di
sostituire singoli amminoacidi con altri. Ci si eesonto del fatto che la natura
lipofilica della catena laterale del residuo 1, Viall'Anta, era molto
importante e che il residuo in posizione 4 potewn ressere presente,
mantenendo comunque l'attivita. Inoltre un gran ewordi derivati attivi sono
stati ottenuti sostituendo residui di Phe con B@]]

Noi abbiamo sintetizzato I'’Antamanide e i corrisgenti derivati in cui i
residui di Phe in posizione 6 e 9 sono sostitliéraativamente da residui di
Gly di Tyr. Inoltre abbiamo sintetizzato due ot#ppdi in cui mancano le Phe
in posizione 5 e 6 e in posizione 9 la Phe € "asdituita da Gly e Tyr (Fig
12).

1
Anta \%
Gly 6 \
Gly 9 \
Tyr 6 Vv
Tyr 9 \
Otta-Gly 9 V
Otta-Tyr9 V

T U U U U UTT N
T U U U U U w
>>>> > > b

A 1 A e B ¢ RS
MmM<TOT o
T U U U U T N
T U U U U U o
<O <TG TmT ©
g e e e e Bl

P A - - P P

Fig. 12. Sequenze dei derivati sintetizzati.

La sintesi di un peptide ciclico presenta due pantici: la scelta del metodo
di ciclizzazione finale e la scelta del residuavatb in posizione C-terminale.
La sintesi dell’Antamanide puo essere effettuataliarge ciclizzazione di 10

differenti isomeri lineari decapeptidici. Abbiamptato per il metodo via azide
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e abbiamo deciso di condensare i residui 4 e ta 68¢a C-terminale e la Phe
N-terminale (Pro nel caso dell'ottapeptide). L'Adastata scelta per la sua
scarsa tendenza a dare racemizzazione [90], nonweste@mno presenti quattro
residui di Pro. Infatti, anche se l'integrita o#ticlella Pro rimane inalterata
nella maggior parte delle condizioni usuali delf#esi peptidica, la possibilita
di reazioni secondarie durante l'attivazione dedideo di Pro per ottenere
legami Pro-Pro o Pro-Phe non é da sottovalutar®©g)1

sintetiche, entrambe basate sulla preparaziongedirammenti e sul loro
seguente assemblaggio sempre via azide: sequehzeoiitenentab initio il
gruppotert-butilossicarbonile (Boc) sull'N libero del residigrazidico Ala 4,
sequenza 5-6 e sequenza 7-10. La porzione idrazmlio essere introdotéd
initio ed essere selettivamente protetta durante la siogssdo solo due
gruppi protettori, in quanto le catene laterali desidui che compongono la
molecola sono prive di gruppi funzionali. Graziel'espediente della
condensazione dei frammenti, usando lo stesso grppgiettore (Boc) per I'N-
terminale e l'idrazide C-terminale e un gruppo tiekemente rimovibile per la
protezione temporanea della funziaramminica, é stato possibile ottenere il
decapeptide lineare con le funzioni N-terminalel®@zide C-terminale libere
simultaneamente.

Il frammento 1-4 e stato preparato mediante laguoa delle anidridi miste
modificata da Anderson [94], partendo da H-Ala-NHIBHCc in posizione 4.
Vista la presenza di questo gruppo protettore aledibe per la funzione:-
amminica e stato usato il benzilossicarbonile (Questo metodo é stato
utilizzato anche per la formazione dei legami X-P80 sono ottenute buone
rese in questi passaggi fissando il pH a 8.5.

La Val in posizione 1 é stata condensata al triept-Pro-Pro-Ala-NHNH-
Boc sia come anidride mista che come Z-Val-OSu; questo ultimo metodo
si e ottenuta una resa maggiore (81% contro 54%arhmento 7-10 e stato
ottenuto partendo dal dipeptide Boc-Phe-Phe-OMdQ(9- corrispondente
anche al frammento 5-6. Dopo deprotezione con agealN-a-amminico, il

dipeptide e stato condensato due volte con Z-Pros@Hnidride mista fino ad
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ottenere Z-Pro-Pro-Phe-Phe-OMe (7-10). Una frazidineetrapeptide e stata
N-deprotetta mediante idrogenolisi e condensataazide con Boc-Phe-Phe-
NHNH, ottenenuto mediante trattamento con idrazinaadiat corrispondente
metil estere (5-6). E stato ottenuto dunque I'gsige metil estere Boc-Phe-
Phe-Pro-Pro-Phe-Phe-OMe (5-10) che per reazionedtanina idrata & stato
convertito in idrazide e successivamente in azidsdiamte il metodo di
Rudinger [95], pronto per reagire con il residuamminico del segmento 1-4.
La rimanente porzione del frammento 7-10 e statavexita in idrazide
mediante idrazinolisi e dopo conversione ad azidetaa condensata al
frammento 1-4 per ottenere |'ottapeptide.

La reazione di ciclizzazione richede la presenzadde gruppi reattivi
allinterno della stessa molecola che possono t@o | reagire
intramolecolarmente per dare il composto ciclicdutm Questi gruppi pero
possono reagire anche intermolecolarmente, danderdo polimeri. Queste
reazioni secondarie possono sostanzialmente epsevenute applicando il
principio della diluizione. In una soluzione dilitla quota di reazioni
bimolecolari é ridotta, mentre quella della cictizione, unimolecolare, rimane
inalterata [96]. Generalmente la ciclizzazione weiemondotta a una
concentrazione che non supera I'L mM. ComunqueetaiBeparazione dello
step di attivazione da quello di condensazione exaesun miglior controllo e
aumenta le rese. La procedura di formazione del€adi Rudinger avviene in
condizioni acide e di conseguenza il coupling noa gvvenire fino a che non
viene aggiunta una base per deprotonare i gruppniaiti o. Dunque é
possibile separare i due step di attivazione eidizzazione. La procedura
generica utilizzata e la seguente: l'idrazide &ftranata in azide cotert-
butilnitrito in DMF in presenza di HCI alla concestione di circa 50 mM.
L'azide con I'Ne-amminico ancora protonato viene diluita a ciraall prima
di essere neutralizzata con 5 equivalenti gflRO,.

Per evitare le reazioni secondarie sopracitateemteralla Pro durante la
procedura delle anidridi miste, e stata seguita wiaalternativa nella sintesi
dei derivati con Gly o Tyr in posizione 6 o 9. ipdptide Z-Pro-Pro-OH é stato

sintetizzato mediante il metodo di Wiinsch con D{3Z]. Il dipeptide e stato
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poi condensato a H-Ala-NHNH-Boc (4) e H-Phe-Phe-Q& sempre con lo
stesso metodo.

A titolo di esempio e qui riportato lo schema ditesi dell’Antamanide (Fig.
13).

5 6 7 8 9 10 1 2 3 4
Phe Phe Pro Pro Phe Phe Val Pro Pro Ala
Boc—"OH H OMe
b
Boc OMe
Z1OH H1T— OMe Z4-0H H-NHNHBoc
z a OMe z = NHNHBoc
Z+OH H < OMe Z+OH H < NHNHBoc
Boc OMe z = OMe z a NHNHBoc
Boc d N_H o (] 1 . C '
N_H, H OMe Z OH H NHNHBoc
f b
Boc OMe z NHNHBoc
B d [ N
oc N_H, NHNHBoc
Boc f NHNHBoc
o e
A N_H,

2

Fig. 13.Schema di sintesi dell’Antamanide.

a) isobutilcloroformiato/NMM in THF a =15 °C; 10 ma —-10 °C; 30 mina T
ambiente.

b) HOSu in THF a 0 °C. 24 h a T ambiente.

c) Hy/PdC in MeOH.

d) idrazina idrata in MeOH per 6 giorni.

e) 90% TFA/10% anisolo per 90 min.

f) tert-butilnitrito/HCI in diossano in DMF a —15 °C. Paiffreddamento a —60
°C. TEA/HOSu. 6 giornia 4 °C e 1 giorno a T amhéen

Le principali procedure sintetiche utilizzate sd@seguenti:

1. Anidridi _miste alla soluzione del componente carbossilico (1

equivalente) in THF anidro raffreddato a —15 °C agjgiungono
isobutilcloroformiato (1 equivalente) e NMM (1 egalente). Dopo 2
min viene aggiunta la soluzione pre-raffreddata demponente
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amminico neutralizzato con TEA se protonato. Lai@mse € condotta
per 10 min a —10 °C, 30 min a T ambiente e poieiewaporata a olio
che viene ripartito tra ACOEt e acqua. La fase wigaviene lavata
consecutivamente con KH3@l 2%, NaCO; 0.5 M, acqua e infine
viene anidrificata con N&QO,. La soluzione viene concentrata e il
peptide & precipitato con etere di petrolio.

2. Winsch a una soluzione di componente amminico e carbossi

insieme (1:1) sciolti in MeCN anidro a —10 °C vieaggiunta DCCI (1
equivalente). La reazione decorre per 2 h a 0 °C gorno a T
ambiente. Dopodiché viene concentrata e lavorataecoel caso del

metodo delle anidridi miste.

3. Rudinger l'idrazide (1 equivalente) sciolta in DMF anidedfreddata a

—15 °C viene trattata con 4 equivalenti di HCI ilosgano e 1.1
equivalenti di tert-butilnitrito. Dopo la formazione dell'azide,
controllata tramite saggio apposito, la soluziomaffreddata a —60 °C,
neutralizzata con 4 equivalenti di TEA e combineta& la soluzione
preraffreddata del componente amminico contenengguivalente di
TEA se protonato. Il pH viene aggiustato a 7.5-8 d&A e viene
aggiunto 1 equivalente di HOSu come catalizzatdr@. reazione
decorre 6 giorni a 4 °C e 1 giorno a T ambienteieviene lavorata

come detto sopra.

Ciclizzazione il peptide sciolto in DMF e trasformato in azidentert-

butilnitrito come sopra. La soluzione acida é exdffata a —60 °C e
diluita alla concentrazione di 1 mM con DMF preraffdata anidra
tenuta in atmosfera di azoto. Si aggiungono 5 edenti di KkHPO, e
1 equivalente di HOSu come catalizzatore. La reszrocede 6 giorni
a 4 °C in atmosfera di azoto. Poi il solvente viemaporato e il peptide
e precipitato con una soluzione al 10% di AcOH.

Idrazinolist il peptide N-protetto metil estere viene scialiloMeOH e
trattato con 20 equivalenti di idrazina idrata anibiente per 6 giorni.
La soluzione viene concentrata e il peptide e pietd con acqua. Si
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filtra e il filtrato viene anidrificato con $80, al 98% e in seguito
ricristallizzato con MeOH/EO.

6. Idrogenolisi l'idrogenazione é effettuata in MeOH a T ambieat®
atmosferica in presenza di carbone palladiato (1&porta il pH a 5
con HCI in MeOH per favorire la reazione. Il catahtore € eliminato
per filtrazione e il filtrato viene concentrato epipitato con BO.

7. TFA: il Boc viene rimosso per trattamento con una dohe di TFA

con 10% di anisolo per 60-90 min. Il peptide e pk&to con E4O.

La purificazione dei prodotti e stata effettuatadmate RP-HPLC preparativa,
utilizzando uno strumento Schimadzu (Kyoto, Japasfituito da due pompe
LC-8A, da un controller SCL-8A e da un rivelatopegrofotometrico SPD-6A
con una colonna Phenomenex Jupiter C18urhQ 300 A, 250 x 22 mm. Gili
eluenti (HO, CH;CN) sono stati deareati con degasatore ERMA modello
ERC-3562. La caratterizzazione tramite HPLC amalite stata effettuata
utilizzando un apparecchio Schimadzu costituito pampe LC-10AD,
controller SCL-10A, rivelatore SPD-10A e degasatGastorr 154, con una
colonna Phenomenex Jupiter C18, i, 300 A, 250 x 4.6 mm. | dati sono
stati acquisiti tramite il software Starlet ChromStBruker (Bremen,
Germany). L'eluizione e stata condotta utilizzanda miscela CECN/H,O in
percentuali variabili in presenza di 0.05% TFA. tendizioni di eluizione
sono riportate nella descrizione della sintesinglgsi tramite spettrometria di
massa ESI-MS e stata condotta con uno spettronRetrSBeptive Biosystem
(Famingham, MA, USA). La taratura € stata effeduasando uno standard
esterno costituito da una soluzione 1 pmdoldei seguenti tre peptidi:
angiotensina |, bradichinina e neurotensina, in W\ H,O/acetonitrile in
presenza di 1% di HCOOH. | campioni sono stati arap sciogliendo

quantita ponderate dei composti da analizzare pnogypiate soluzioni.
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3.2 ESPRESSIONE DI PROTEINE

Lo sviluppo della tecnologia del DNA ricombinantegk avanzamenti nelle
tecniche riguardanti I'ingegneria geneticaO hargsorpossibile la produzione,
in tempi brevi, di grandi quantita di proteine at&rso sistemi di espressione
in colture cellulari utilizzando come cellule ospgia cellule procariotiche (di
solito E. coli), che eucariotiche (cellule isolate da mammifemghi, lievito).

I modo piu diretto per ottenere una proteina enyedtere al cDNA

(complementary DNA), sintetizzato tramite trascrittasi inversa wt@o stampo

di mMRNA maturo, di dirigerne la sintesi nella ci@lospite. Tale metodologia é

particolarmente utile qualora si utilizzino comdlde ospiti dei batteri in

quanto questi non sono in grado di processare I'RiNmaturo [98]. Un altro
vantaggio dell’'utilizzo di cDNA ¢ la ridotta dimense della sequenza genica
inserita in quanto vengono eliminate le lunghe sega introniche che
rappresentano la maggior parte della sequenzaittagf9].

Come vettori di espressione sono utilizzati plagnudvirus [100] in cui

vengono inserite le sequenze geniche codificamtigpproteina d’interesse. In

commercio e disponibile una grande varieta di vettbespressione ciascuno
ingegnerizzato in funzione del tipo di cellule dspi

Un vettore plasmidico € una molecola di DNA cireelaa doppia elica,

costruita artificialmente. E un elemento genicoraibmosomico, capace di

replicarsi autonomamente in un organismo ospiteecan batterio, in cui un

gene o frammento di DNA pud essere inserito in pasizione nota senza
alterarne le funzioni.

Un vettore plasmidico deve possedere le seguerdttedstiche fondamentali

[99]:

« un’origine di replicazione (ori), che permette &plicazione del plasmide
nell'ospite. Cicli di replicazione possono essengziati con la stessa
frequenza della divisione cellulare (regolaziongifigente”) o non essere
strettamente correlati alla divisione cellularesicohe la replicazione del
plasmide & molto piu frequente di quella cromosam(ceplicazione

“rilassata”);
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* un sito promotore, spesso di origine fagica (pemngso il T7 promoter),
riconosciuto dalla specifica RNA polimerasi DNA-didente e necessario
per la produzione di un elevato numero di copienBNA della sequenza
clonata. Tale promotore in genere e sottopostonadspecifico sistema di
controllo per regolare I'espressione della proteioambinante;

e un ribosome binding site (RBS), una sequenza specificatamente
riconosciuta e legata dal ribosoma, situata a mdetk tripletta (ATG)
d’inizio della regione codificante;

e un multiple cloning site (MCS), una sequenza sede di molteplici siti unici
di taglio riconosciuti in modo specifico da enzidii restrizione. Questa
regione e progettata per I'inserzione del frammeiidNA da clonare;

e un gene che codifica per una proteina che agisceptassore legandosi al
sito operatore che e situato a valle del promotibrepressore pud essere
rimosso per via chimica, ad esempio con I'induti®€G (isopropil-1-tio-
B-D-galattoside) nel caso thcl [100];

* uUno 0 piu geni, denominati marcatori di seleziokks), che conferiscono
al batterio la resistenza ad uno o piu antibiatmnsentendo la selezione

delle sole colonie batteriche che hanno inglobightasmide.

Origin of
replication

Fig. 14. Schema dell’'anatomia di un plasmide.
La sequenza delle operazioni per ottenere un eeftiasmidico pud essere cosi
brevemente riassunta: da uno stampo di mMRNA mafisaato mediante

cromatografia) viene effettuata la copiatura ddampr filamento di cDNA
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grazie allenzima trascrittasi inversa. Il prodottella trascrizione € un ibrido
RNA-DNA. L'enzima Ribonucleasi H, che riconosce heolecole ibride,
digerisce il filamento di RNA in corti frammenti elservono dg@rimer per la

DNA polimerasi che sintetizza il filamento di DNAmplementare al cDNA.

l Pre-mRNA
— Mature mRNA for Insulin
I {Introns removed)

Artificially synthesized
oligonuciectide binds to
—— mANA and acls as &

|

Reverse transcriptase copies mRNA into cONA

mANA
S — Single-stranded cONA

DNA polymerase copies
cDNA strand

e

" Double-stranded cDNA

Segments can now be
joined to plasmid veclors

Fig. 15. Sintesi del cDNA codificante per I'insudimmana.

Le molecole di DNA a doppio filamento sono trattate la DNA ligasi che
unisce tra loro i diversi frammenti [99].

Alle estremita del cDNAdouble strand sono inserite, qualora assenti, sequenze
di oligonucleotidi aventi siti di restrizione pgrexifici enzimi complementari a
quelle presenti nel vettore plasmidico. L'azionggldenzimi di restrizione

porta alla formazione di estremita coesive o piatie permettono, tramite
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DNA ligasi, I'inserimento della sequenza nel vettar maniera unidirezionale
[99].

Quando nella proteina sono presenti delle sequerd@mini che permettono
una facile estrazione e purificazione questa € esspr tal quale;
alternativamente la proteina € espressa come poodidtfusione con una
proteina generica, come flagalattosidasi o la glutatione-S-transferasi (GST),
con una sequenza poli-istidinichié tag) [98] per facilitarne il recupero e la
purificazione.

Dopo rottura della membrana cellulare il pool picdantracellulare é estratto
tramite successive centrifugazioni e quindi le @rwt di fusione sono
purificate mediante cromatografia di affinita, nrenta purezza del prodotto

ottenuto e determinata tramite elettroforesi su gel

3.3 TECNICHE DI BIOLOGIA MOLECOLARE

3.3.1 Vettori d'espressione e ceppi batterici

Per I'espressione i&. coli della CypD, sono stati utilizzati vettori di tip&p

(acronimo per plasmid for expression by T7 RNA podyase). In essi é
presente un promotore di trascrizione noto cdiiac, in grado di legare la T7
RNA polimerasi batterica. La produzione di questhub enzima, che viene
espresso a partire dal genoma appartenente alldacdl E. coli, pud essere
indotta artificialmente mediante l'introduzione sitema di IPTG: stimolando
la produzione di T7 RNA polimerasi, essa interagiom il corrispondente
promotore situato sul plasmide provocando la trasecre del gene e, di
conseguenza, la produzione della proteina riconmbénal plasmidi che si
utilizzano generalmente contengono geni in gradoodiferire resistenza nei
confronti di antibiotici quali la tetraciclina, figpicillina o la kanamicina
(questi ultimi sono detti geni marcatori in quasteccessivamente sono utili
per la distinzione tra cellule che hanno acquisitmeno il vettore). Ad essi

viene addizionato il gene relativo alla proteina shvuole ottenere.

40



Materiali e Metodi

Per l'espressione di CypD si é utilizzato il pladeni pET-28a(+),
ingegnerizzato con il costrutto codificante pkstag, utile per la purificazione
via IMAC (Immobilized Metal Affinity Chromatography) (Fig. 16).
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Not li166)
Eag l166)
Hind HMt73)
Sal 11179
Sac l(190)
EcoR lii92)
BamH li198)

Bpu1102 ljs0) Nhe l231)
| Nde I238)
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-
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Sqf li4426)
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Bst1107 l(2995)

Tth111 I(2069)

Fig. 16. Plasmide pET-28a(+).

Il costrutto contiene un gene marcatore che casdenesistenza all’antibiotico
kanamicina; pertanto il terreno di coltura in cwengono fatte crescere le
colonie e addizionato di tale antibiotico al fine stlezionare solo i ceppi
trasformati correttamente col vettore plasmidico.

L’induzione dell’espressione della proteina di éus avviene per aggiunta di
IPTG, che si lega irreversibilmente al gene remmeskacl, con conseguente
sblocco del sito promotore e induzione dell’espogssproteica.

Per quanto concerne le colture batteriche, sorowthzzati E. coli di ceppo
BL21(DE3), cresciuti in bordo di coltura di lisogar{LB) per I'ottimizzazione

delle procedure di purificazione, mentre saranrfettefate colture in mezzo
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minimo M9 per l'espressione della proteina maréstéopicamente con’N
per studi NMR.

/ IPTG Induction IPTG 1nducti0n\

E. coli RNA * T7 RNA *
polymerase polymerase
| L —
T7 gena 1 - | Tarqoel gene
i T7 RNA polymerase o e
- —ff

|
Aa iy < TR e N il

Kpmmnlu.r //f
/

PLASMIDICO

\ E. coli genome j

Fig. 17. Meccanismo di induzione dell’espressior@gica tramite aggiunta di
IPTG.

3.3.2 Cellule competenti e loro trasformazione

Per poter introdurre DNA plasmidico allinterno deatteri € necessario
predisporre le cellule dE. coli mediante trattamento con CaCl batteri
ottenuti in seguito a questa procedura sono datthpetenti, e sono
caratterizzati da una parete cellulare localmendstaiilizzata dai cationi
bivalenti C&". Cid permette potenzialmente I'entrata del plasnsite codifica
la proteina che si vuole esprimere. La procedursiste nella crescita di una
colonia batterica a 37 °C in LB, monitorandone flescita fino ad un Ogo
(Assorbanza allo spettrofotometro can= 600 nm) pari a 0.3. Una volta
bloccata la crescita ponendo il brodo di colturaghiaccio per 20 minuti,
questo viene centrifugato a bassa velocita (5080 ppr 5 minuti a 4 °C). Il
“pellet” viene risospeso in una soluzione di Ga@l M in acqua sterile pari
alla meta del volume del brodo di coltura inizidbampo 30 minuti a riposo in

ghiaccio si ripete la centrifugazione e la risog@me in un volume minore,
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questa volta 1:50 rispetto al volume iniziale.iditema viene lasciato a riposo
overnight a 4 °C, in maniera tale che con la bassa temparaumenti la
competenza delle cellule. Successivamente, la sesp®e di batteri viene
suddivisa in aliquote di 100 mL e crioconservat8@ °C. La trasformazione,
ossia l'introduzione del DNA plasmidico all'interdelle cellule ospiti, avviene
per shock termico: secondo tale procedura € natesgsortare uno stock di
cellule competenti da -80 °C a circa 0 °C, quindiirdroduce il DNA
plasmidico e si lascia a riposo in ghiaccio il eisa in maniera tale da
permettere la diffusione dello stesso all'interebahmpione.

Lo shock termico viene effettuato ponendo lo stdckellule a 42 °C per 90
secondi, al termine dei quali si ripone nuovamehtmampione in ghiaccio.
Successivamente l'intero quantitativo viene ridikciin circa 1 mL di mezzo
di coltura SOC (composto da glucosio 20 mM, Mgt mM, MgSQ (??7?) 10
mM, KCI 2.5 mM, NaCl 10 mM, tryptone 20 g/L ed edto di lievito 5 g/L) e
posto in agitazione per 40 minuti a 37 °C; infinesbluzione viene dispersa su
una piastra di terreno LB agar in cui e preseatdibiotico per il quale e stata
sviluppata la resistenza nel batterio attraversplabmide, e posta a 37 °C
overnight, per permettere la formazione soltanto delle delobatteriche

trasformate.

3.3.3 Colture batteriche e induzione

Una volta ottenute delle colonie batteriche, é ihilsseffettuare una coltura
allo scopo di esprimere la proteina ricombinante shvuole studiare. Dal
momento che le condizioni sperimentali quali terapema, tipo di terreno di
coltura, presenza e concentrazione di IPTG possamtare la resa di
espressione, € necessario effettuare degli scggmiliminari. In genere |l
modus operandi prevede la preparazione e la cresoiternight a 37 °C di un
preinoculo nello stesso mezzo di coltura utilizzetiocessivamente, sempre in
presenza dell'antibiotico necessario alla discramione delle cellule
trasformate da quelle prive del plasmide (kanami@d una concentrazione

pari a 25 mg/mL). In seguito, tale preinoculo viesaddiviso in vari
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guantitativi di brodo di coltura per verificareftetto della temperatura sulla
crescita (28 °C o 37 °C). La crescita dei batteyn rancora indotti viene
condotta e monitorata durante la fase di cresc#dqgaritmica (dag phase),
cioe fino al raggiungimento di un valore di @ppari a 0.6.

Al raggiungimento di tale valore, € possibile inmdun'espressione della
proteina ricombinante per mezzo dellIPTG. Terménk crescita, € possibile
isolare il pellet cellulare per centrifugazione anservare quanto ottenuto ad

una temperatura di -80 °C.

3.3.4 Lisi dei batteri ed identificazione della fraione contenente la
proteina

Una volta isolato il pellet batterico, € necessataerminare se la proteina
ricombinante sia solubile nel citosol cellulareeopsecipiti sotto forma di corpi
d'inclusione, cioe come aggregati densi di maer@oteico insolubili. Si
assume che i corpi d'inclusione abbiano la lorgine a partire da interazioni
tra residui idrofobici appartenenti a molecole eliénti, attraverso un processo
autocatalizzato che porta rapidamente alla preajpine di aggregati amorfi.
La formazione di corpi d’inclusione é piu facilel m@so la proteina risulti
citotossica oppure assumamisfolding durante il processo di espressione.

In questo caso si ha il vantaggio che la proteisata essere abbastanza pura,
ma lo svantaggio che, a causa della sua struttmaznon corretta, non puo
essere impiegata direttamente per ulteriori stadan@n attraverso una serie di
passaggi di purificazione dagli eventuali contamingsia proteici che acidi
nucleici), di risolubilizzazione ed infine di rinabzione. Nonostante la
presenza di corpi d'inclusione sia un evento fratpiaell’espressione proteica
in E. coli, non esiste tuttora un metodo universale per Idigazione ed il
refolding.

Per quanto concerne la determinazione della sdubé lisolamento, e
necessario effettuare la lisi delle cellule e, uwalta separata per
centrifugazione la fase solida (composta da detalidi cellulari ed eventali

corpi d'inclusione) da quella liquida (proteine eda nucleici solubili), é
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sufficiente un’elettroforesi in condizioni denatntigper determinare la quantita
di proteina in entrambe le frazioni. La rottura dwitteri viene in genere
realizzata attraverso metodi termidregze-thaw), enzimatici (utilizzando il
lisozima), chimici (ad esempio, con limpiego ditatgenti), o meccanici
(French press o sonicazione). Per quantita piccole di materi@8ulare si
predilige l'utilizzo della sonicazione: il pelleteme portato da -80 °C a0 °C e
viene risospeso in un tampone, quale 20 mM Tris/HOD mM NaCl e pH
7.4. Alla sospensione vengono aggiunti degli ioibidi proteasi batteriche
(che possono venire in contatto con la proteinanmiginante a seguito della
lisi). Tali inibitori sono il PMSF (fenilmetilsulfioilfluoruro) che inattiva le Ser-
proteasi quali chimo tripsina e trombina EDTA (acid
etilendiamminotetracetico, inibitore per metalldeine), Bestatin (inibitore
per Leu-amminopeptidasi e Ala-amminopeptidasi),sRgm A (che inattiva
proteasi acide quali pepsina, catepsina D o chmapgd E-6A (altro inibitore
di papaina ed in generale di Cys-proteasi).

La sonicazione viene effettuata in ghiaccio e aapido ultrasuoni a medio-
bassa intensita e di breve durata attraverso untapuetallica immersa nella
sospensione e collegata ad un generatore, con peusEcli d'impulsi per
evitare il surriscaldamento della sospensione e peermettere
'omogeneizzazione del campione (la sonicazione ite gfficiente nelle
immediate vicinanze della punta). A seguito debdanpleta distruzione delle
cellule, verificabile empiricamente come variaziodella viscosita della
soluzione e con il viraggio del colore da giallmue verso il bianco, si € in
grado di separare la frazione solubile del campia@ resti cellulari

semplicemente per centrifugazione.

3.3.5 Purificazione da Frazione Solubile

Se la proteina sovraespressa € solubile, € nemessparificarla dai
contaminanti presenti, quali altre proteine e anigtleici. E possibile separare

guesti ultimi attraverso precipitazione con streptona solfato o mediante

l'utilizzo di un policatione quale il PEI (polietihimmina), seguita da
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centrifugazione per eliminare il precipitato. Neso di proteine in grado di
legare acidi nucleici invece, questa prima operazi® di per sé un metodo per
eliminare gran parte del materiale proteico ditgatal momento che la specie
studiata precipita con i polinucleotidi stessi.

Inoltre, spesso e possibile eliminare parte delenae proteico di scarto,
sempre sfruttando le diverse solubilita delle spgmiesenti in soluzione, con
l'aggiunta di un elettrolita quale I'ammonio salfatche sia in grado di
modulare la costante dielettrica della soluzioneek contempo di sottrarre
molecole d'acqua dalla sfera di solvatazione dbeitamolecole (fenomeno
guesto, detto dsalting out). Naturalmente, questa operazione necessita di uno
screening preliminare dal momento che la solubditdna proprieta intrinseca
della proteina e non €& dato sapere a priori a qualecentrazione di
precipitante essa o0 | contaminanti presenti raggaao i loro limiti di
solubilita. Come ultimo passaggio per la purificard € possibile avvalersi di
tecniche cromatografiche, quali la cromatografiar pafinita (affinity
chromatography), per esclusionesige exclusion chromatography), a scambio

ionico.

3.3.6 Purificazione da Corpi d'Inclusione

Nell’'espressione di proteine ricombinanti B coli, il mancato corretto
ripiegamento e la formazione di aggregati insolulsibti come corpi
dinclusione & un fenomeno piuttosto frequente. dusa della notevole
diversita delle proteine che presentano questo odaapento, non esiste
tuttora una procedura universale valida per I''eelato ed ilrefolding di tali

proteine verso la struttura nativa. Le metodologtdizzate a tale scopo
comunque prevedono un passaggio di isolamentozigne di contaminanti,
seguita da solubilizzazione della proteina per meafizoluzioni concentrate di
agenti chimici denaturanti, tipicamente urea owilordi guanidinio (noti anche
come agenti caotropici). Per quanto la purezzaadelioteina presente
allinterno di corpi d'inclusione sia normalment&l glevata rispetto alle

proteine sovraespresse che rimangono in soluziengresenza o meno di
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impurezze ha un effetto cruciale sul successiveggago di rinaturazione, dal
momento che esse possono aumentare la resa digaggme durante tale
processo e quindi ridurre drasticamente la resafdiding. Questo vale per
ogni genere di contaminante, sia esso DNA plasmjdipopolisaccaridi o
proteine.

Per quanto concerne la procedura sperimentale, possbili due alternative:
la prima prevede una serie di passaggi di risaspea del lisato batterico
insolubile in soluzioni contenenti un tensioattiviodeossicolato di sodio, e di
centrifugazione, dopo un trattamento con DNasi Bd$® enzimi necessari per
un'ulteriore frammentazione (oltre a quella evelneate prodotta dalla
sonicazione) dei polinucleotidi presenti. Il deostato infatti € in grado di
rimuovere completamente i nucleotidi presenti sedistruggere i corpi
d'inclusione. Successivamente, il pellet, compeosimea di principio soltanto
dalla proteina aggregata, viene completamente giakdio e denaturato in un
tampone contenente un'alta concentrazione di umiactoruro di guanidinio;
nel caso fosse presente piu di una cisteina e satad'aggiunta di un agente
riducente, per evitare la formazione di ponti diga preventivamente al
processo direfolding che verra effettuato successivamente. Eventuali
cambiamenti a tale strategia consistono nell'atdidi detergenti alternativi al
deossicolato, quali il Triton X-100, il CTAC (cetietilammonio cloruro), o di
una solfobetaina non detergente anche come agentia golubilizzazione e
denaturazione [101-103].

In alternativa a questo protocollo e possibile &g di una seconda
procedura: essa consiste in uno screening prelimaliéo scopo di identificare
la concentrazione massima di urea necessaria fgreot la solubilizzazione
delle specie contaminanti presenti nel lisato batieinsolubile preservando
l'integrita dei corpi d'inclusione (la concentramodipendera dalla natura dei
contaminanti come dalla densita dei corpi d'indosj. Dopo aver risospeso |l
materiale nel tampone con urea ottimizzato in gquegido e, successivamente,
aver separato i corpi insolubili dalle impurezzer pmezzo di una
centrifugazione, & dunque possibile solubilizzarprbteina ricombinante in un

secondo tampone in cui il denaturante € presentelewate concentrazioni
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(tipicamente cloruro di guanidinio 6 M o urea 8 MQuesta seconda
metodologia € senza dubbio efficace per quantoaroacla separazione della
proteina d'interesse da materiale proteico di scamentre puo risultare

insoddisfacente per quanto riguarda I'eliminazidegli acidi nucleici.
3.3.7 Purificazione vial mmobilized Metal Affinity Chromatography (IMAC)

Qualora le metodiche tradizionali non portino &livdi purezza sufficienti per
l'utilizzabilita della proteina in ulteriori esparenti (siano essi di indagine
strutturale, saggi cinetici o di interazione cameapecie chimiche), le tecniche
di DNA ricombinante permettono la costruzione dotpme-fusione in cui
vengono aggiunti alla sequenza amminoacidica gebéeina d'interesse delle
specifiche sequenze, dette “tag”, che consentaparificazione della proteina
mediante cromatografia di affinitd. Tali tag devassere piccoli, avere effetti
minimi sulla struttura, attivita e proprieta delf@oteina ricombinante, o
guantomeno deve esserci la possibilita di rimugvierlun secondo momento,
attraverso l'utilizzo di enzimi specifici in graddi riconoscere parte della
sequenza del tag e di tagliarlo dal resto del bae&bamminoacidico
(compatibilmente con quest'ultimo, dal momento clae sequenza di
riconoscimento puO essere presente nella protegssey. Tra i vari enzimi
preposti a tale scopo vi sono ad esempio la trombinla TEV proteasi
(Tobacco Etching Virus protease). Per quanto caomceértag, i piu utilizzati
sono I'His-tag (composto da sei istidine e da admminoacidi per il
riconoscimento da parte delle proteasi e petirikage alla proteina), il
glutathione S-transferase-tag e maltose-bindingeprdag.

Per la purificazione di una proteina recante I'kig-ci si avvale di una tecnica
cromatografica in cui la fase stazionaria e coséitda un polisaccaride come
supporto inerte, l'agarosio, in grado di legarei iNif* grazie a opportune
sostituzioni in catena laterale. Le catene latetelie istidine sono in grado di
complessare i cationi metallici presenti in coloromrdinandosi per mezzo
dellatomo di azoto presente nell'anello imidazmlitJna volta che ilflow

through contenente le rimanenti proteine e stato fattoreldalla colonna, e
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possibile ottenere la proteina ancora legata reld® stazionaria facendola
eluire per mezzo di un gradiente di imidazolo.

Questa tecnica, utilizzabile sia con proteine sbéluhe insolubili (avendo
l'accortezza, in quest'ultimo caso, di utilizzaegénte denaturante durante
tutta l'eluizione), presenta come vantaggio prialdda possibilita di ottenere
la proteina ricombinante sostanzialmente pura cosingolo passaggio.

3.3.8 Refolding di proteine a partire da condiziondenaturanti

Sviluppare metodologie in grado di permetterecupeero della struttura nativa
della proteina ottenuta a partire da corpi d'indie € senza dubbio una sfida
importante: sfortunatamente pero, neanche in questo, esiste un protocollo
universale valido per tutte le biomolecole. Numerssno le variabili, a partire
dal metodo stesso e dal mezzo in cui viene svalestq operazione (ossia il
refolding buffer), che e necessario prendere in considerazione pptar
raggiungere un’elevata resa di rinaturazione e, ton@iu importante,
I'ottenimento di una struttura identica a quella &nproteina nativa avrebbe in
condizioni fisiologiche.

Per guanto concerne le metodologie, comunementgowen utilizzate |l
refolding per diluizione, per dialisi o ilcolumn refolding, cioe attraverso
l'utilizzo della cromatografia di affinita a meiall immobilizzati
precedentemente descritta, che si rivela essereicosstrumento che permette
la rinaturazione e la purificazione in un solo step

Attraverso il metodo per diluizione, si assume cdheefolding avvenga
immediatamente attraverso la diluizione della solue contenente la proteina
in condizioni denaturanti in un elevato volume ditampone privo dell'agente
denaturante. Il volume necessario dev'essere tmleadcellare I'effetto del
caotropico presente inizialmente e da minimizzarprbbabilita di interazione
tra proteine. Pur essendo la metodologia piu sempiia applicare, essa
presenta l'innegabile svantaggio di ottenere umdgaquantitativo di una
soluzione diluita di proteina, che successivameptga essere concentrata per

diafiltrazione o per centrifugazione: questo paggagoltre ad essere
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dispendioso in termini di tempo, puo provocare peardi campione qualora la
proteina interagisca con la membrana di cellul@sadncentratori.

I metodo per dialisi, a differenza della diluiz&gn non comporta la
prevenzione dell'interazione tra proteine [104]nbistante cio vada a discapito
della resa di rinaturazione, rimane comunque uoaida valida dal momento
che non comporta necessariamente una concentrazogeessiva del
campione. Sperimentalmente, si inserisce il cangdirproteina in un tubo da
dialisi aventecut off dei pesi molecolari minore rispetto alla proteina d
rinaturare, e si pone il tutto in una soluzionetatgi avente un volume molto
maggiore rispetto al dializzato (il rapporto dest&re almeno 1:50) ed una
concentrazione di denaturante minore in confrotit soluzione di proteina.
Variando la concentrazione di denaturante (atteveambi di tampone) nel
tempo e possibile eseguire una rinaturazione chetio La resa sara tanto
maggiore quanto piu lenta é la procedura, o quamtmre € la differenza di
concentrazione di denaturante tra un cambio di tem@@ quello successivo.
Infine, e stato notato che separando fisicamentediecole tra loro durante il
processo di rinaturazione, si ha un considerevaimeato della resa di
refolding. Cio pud essere ottenuto appunto immobilizzandprtaeina (con
I'apposito tag) su una colonna ad affinita, edteféaxdo un gradiente inverso
dell'agente denaturante prolungato nel tempo.

Qualungue sia la scelta della metodologia che sievapplicare al sistema in
esame, € necessario scegliereefolding buffer tale da mantenere la proteina
solubile durante tutto il processo di rinaturaziorfefortunatamente, la
composizione di tale tampone e fortemente protdipandente e mantenere
semplicemente una differenza ragionevole tra pHadsbluzione e punto
isoelettrico della proteina € una condizione neax@ssma non sufficiente, per
soddisfare a tale requisito.

Prima di eseguire un esperimento refolding, € buona norma ricavare le
condizioni piu adatte per mezzo di factorial design. Esso non € altro che un
metodo per testare piu tamponi contemporaneambatato sull'idea che la
probabilita per una proteina di incontrare una cosigione che favorisca il

folding corretto aumenti allaumentare daiffer testati. Si tratta comunque
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sostanzialmente di uno screening di solubilitalpgaroteina e, per quanto una
proteina completamente solubilizzata sia piu partaid assumere una
conformazione corretta rispetto ad un sistema raids, ovvero solubilita e
folding si sovrappongono soddisfacentemente, la sovrapposizion € pero
sempre del 100%. Soltanto un confronto tra le tstreitdella proteina rinaturata
e della proteina nativa (quando possibile), pemgse mediante il confronto
tra i relativi spettri di Dicroismo Circolare o ¢l rispettive attivita
enzimatiche, puo determinare se il processo habaudcesso.

In un full factorial design, si prendono in considerazione alcune possibili
variabili che si ritiene possano influenzare laubdita della molecola e, per
ogni variabile, si decidono due valori di concenivae (limiti inferiore e
superiore). Le variabili piu importanti sono il pkd, forza ionica (intesa come
concentrazione di elettroliti forti quali NaCl o KCla presenza di arginina,
PEG (polietilenglicole), glucosio o tensioattivi @dine, per proteine recanti
piu di due cisteine, differenti rapporti di conaazione di glutatione ridotto
(GSH) e ossidato (GSSG) [105].

Una volta deciso quali variabili sondare, & necésgaeparare una quantita di
soluzioni pari a tutte le possibili combinazioni delori di ogni variabile: dato
un numero N di variabili, si otterrann8 2ombinazioni, a cui corrispondera un
uguale numero di soluzioni. Per questo motivo, gu@all numero di variabili
considerate sia troppo elevato, conviene operaneurofractional factorial
design: con questo tipo di screening si indaga un soffgyp rappresentativo
di combinazioni di reagenti appartenentdulil factorial design. Dovra essere
progettato per massimizzare il numero di variallili refolding esplorate
minimizzando contemporaneamente la quantita diastafuisiti.

In sequito, si utilizza ogni soluzione com&olding buffer per diluizione: si
mescola rapidamente la soluzione di proteina des@ucon ognuno dei
tamponi in rapporto 1:20. Il sistema viene mantenaila temperatura alla
quale avverra in seguito lecaling up, indipendentemente dalla metodologia
con cui si vuole operare. Dopo aver atteso pernalooinuti, € possibile
effettuare delle misure sul campione, in genere sgettroscopia di

assorbimento UV-visibile (ricavando, ad esempio,ctancentrazione della
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proteina rimasta in soluzione dal valore di assarhaa 280 nm, previa
centrifugazione ad alta velocita per separarewgntuali aggregati presenti), o
di light scattering, per rilevare direttamente la presenza di aggreigat

soluzione.

3.4 SDS-PAGE

L'elettroforesi di proteine su gel di poliacrilantaiin presenza di SDS (sodio
dodecilsolfato), comporta la separazione di pretein base alle loro
dimensioni. Attraverso il riscaldamento di un caom@ in condizioni
denaturanti e riducenti, le proteine oltre a pezdarloro struttura originaria,
vengono ricoperte da molecole del detergente, aeqdb un’elevata carica
netta negativa proporzionale alla lunghezza de#itera polipeptidica. Le
proteine caricate in una matrice di gel, in presedz un campo elettrico
applicato sulla stessa, migreranno verso l'elattrodrico positivamente e
verranno separate in funzione della percentualeaatilammide nel gel
(preparato a partire da una soluziosteck di acrilammide al 30% e bis-
acrilammide allo 0.8% in acqua). Sperimentalmeihtgel viene composto da
due parti distinte: la prima, dove vengono carigatiampioni, viene detta
stacking gel e consiste in una matrice polimerica con una didardi
acrilammide pari al 5%. Essa, avendo un’elevatagita, ha la funzione di
focalizzare le proteine, mentre la parte inferiagmesui I'acrilammide e presente
in quantita superiori, € necessaria per la risoheivera e propria della miscela
di materiale proteico. La scelta del quantitativacrilammide necessario nel
running gel € dipendente dal peso molecolare della proteina stheuole
rivelare.

L'APS (persolfato  d'ammonio) ed il TEMED  (N,N,N5N'
tetrametiletiliendiammina) in particolare hanno lanZione di indurre la
polimerizzazione del gel attraverso un processaaéido: l'iniziatore e 'APS
che, in soluzione acquosa, € presente in equiliboio la forma dissociata
radicalica. Il TEMED invece, in grado di esistemeclae in forma radicalica,

funge da catalizzatore. La corsa elettroforeticaieme in presenza di un
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tampone costituito da 25 mM Tris, 250 mM Glicinptd 8.3. La differenza di
potenziale necessaria a tale scopo va dai 100 ahtit'attraversamento dello
stacking gel a 150 V durante la corsa rreinning gel.

Le condizioni denaturanti per il campione sono ragig, oltre alla sopra citata
denaturazione termica, attraverso la dissoluzioneun apposito tampone,
costituito da 50 mM Tris/HCI a pH 6.8, 100 mM ditmitolo (DTT), 0.2%
SDS, 0.1% blu di bromofenolo e 10% glicerolo. Redeterminazione della
massa molecolare delle proteine viene caricatogellanche una miscela di
standard a massa molecolare nota, quali fosfofilgSi7 kDa), albumina (66
kDa), ovoalbumina (45 kDa), carbonico anidrasi (@Da), inibitore della
tripsina (20.1 kDa) e-lattoalbumina (14.4 kDa).

Per la rilevazione delle bande proteiche al terndieléa corsa elettroforetica, il
gel viene immerso in una soluzione composta da B#86olo, 10% acido
acetico e 0.25%Coomassie Brilliant Blue R-250, un colorante in grado di
legarsi ai gruppi amminici, normalmente apparteinaflie catene laterali di
arginina e lisina. In seguito si effettua la rimm® del colorante in eccesso per
mezzo di un secondo tampone (10% acido acetico, eta#olo), dopodiche il
gel puod essere conservato in una soluzione ac@lid$€®s di acido acetico.
Mediante questa tecnica €& possibile evidenziareprateina d'interesse
attraverso l'interazione con anticorpi specifici gnado di riconoscere un
epitopo della proteina.

Le proteine risolte per mezzo di un SDS-PAGE vewogtnasferite su una
membrana in PVDF (polivinilidene fluoruro), prevemaimente trattata con
lavaggi in metanolo ed acqua. Cio e reso possflmleendo tale membrana in
contatto con il gel di poliacrilammide per azionaid campo elettrico (35 V, a
4 °C, overnight, in un apposito supporto contenente un tamponeM8Tris,
39 mM Glicina, 20% v/v metanolo, e 0.037% v/v SDS).sfrutta la carica
negativa acquisita dall'interazione delle proteioe SDS presente nel gel. Una
volta effettuato il trasferimento, si esegue urenidire lavaggio in TBS-T (20
mM Tris/HCI, pH 7.6, 137 mM NacCl, 0.1% Tween-20)iadeqguito si tratta la
membrana con una soluzione di latte in polveredali® TBS-T come agente

bloccante. Quindi, eseguita una serie di lavagdiB®-T, e possibile trattare il
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sistema con l'anticorpo specifico per la proteinaseccessivamente, con
I'anticorpo secondario (anti IgG di coniglio coratig con la perossidasi di
rafano). La presenza di questo anticorpo secongaidoessere a questo punto
rivelata attraverso un reagente chemiluminesceht&yminolo (che viene

ossidato dalla perossidasi di rafano presente anglibrpo secondario).

Sfruttando I'emissione intensa nel visibile del oo ossidato, € possibile
ottenere il responso dell'analisi sotto forma ditriafotografica, in cui le bande
relative alla proteina d'interesse saranno visibbme macchie scure, a

differenza delle proteine non recanti I'epitopo.
3.5 DICROISMO CIRCOLARE

La spettroscopia CD € una tecnica chiroottica ytde evidenziare particolari
strutture secondarie di macromolecole biologichalicacidi nucleici, peptidi e
proteine in soluzione. Si tratta di una variantdadtecnica di assorbimento
molecolare che sfrutta I'attivita ottica esibitai daomofori del campione. I
fenomeno fisico implicato e il diverso assorbimed#dla luce circolarmente
polarizzata destra e sinistra da parte di un mehrale.

Una radiazione planarmente polarizzata € scomgdenibi due componenti
polarizzate circolarmente sinistra (L) e destra, @J)enti la stessa lunghezza

d’ondal, opposto senso di rotazione, stessa fase e stegsazza (Fig. 18).
|Y
e

Fig. 18. Componenti destrorsa e sinistrorsa dallisazione planarmente

polarizzata che attraversano un mezzo otticametive.a
Se queste due componenti attraversano un mezzaro#nte attivo, esse

mostrano velocita diverse, dovute ai diversi indiciifrazione, per cui escono

sfasate, con rotazione del piano di polarizzazioa@do origine al fenomeno
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della dispersione ottica rotatoria (ORD). Inolte e assorbimento da parte
delle molecole in esame, si osserva un diversorigissento delle due
componenti, Ae Ag, dovuti ai diversi coefficienti di estinzione mma_ e
er). Le due componenti circolarmente polarizzatessiaie destra, una volta
ricombinate, danno luogo a una radiazione polatizzllitticamente: e |l

fenomeno del dicroismo circolare (Fig 19)..

‘\’7)‘

Fig. 19. Ricombinazione delle componenti dellaaatine circolarmente (a)

.
|
a b |

ed ellitticamente (b) polarizzata.

Il parametro che misura I'entita della differenzaagsorbanza e [lellitticita,

definita da:

0 = arctg b/a

dove a e b sono rispettivamente I'asse maggioreir®re dell’ellisse. La

relazione che lega I'ellitticita alla differenzaasorbanze Ae Ag €é:

0 =33 (A-AR) (gradi)
Uno spettro CD riporta la variazione @i(o direttamente di AAgr) al variare
della lunghezza d'onda di un campione esposto nateamente a luce

circolarmente polarizzata sinistra e destra. Costlamentazione attuale A

Ar puo essere misurata accuratamente e convertigditicita 6 tramite la
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precedente formula. Per meglio confrontare campiativersi per

concentrazione e cammino ottico, si introduce &ndezza molare:

[6] =6 /(c-l) (gradi - litro - mét - cm?)

dove c = concentrazione molare, | = cammino ottico.
Per peptidi e proteine si preferisce riferirsi adsingolo residuo, introducendo

I'ellitticita molare per residuod]r:

[0]r = [0)/(n" residui—1)  (gradi - litro - mdl- cm?)

Da notare che lo spettro dicroico presenta sia é@aditive che negative e che

fuori dalla regione di assorbimento [Iellitticita Bulla. Sia il segno sia

I'intensita delle bande CD sono sensibili alla tnma molecolare.

Affinché il composto sia otticamente attivo devoessere soddisfatti alcuni

requisiti: la molecola deve presentare cromofopiacadi assorbire radiazioni a

determinate lunghezze d’'onda e i cromofori devosgere otticamente attivi.

Devono avere una chiralita intrinseca (asimmetoafigurazionale) oppure

una chiralita in funzione della struttura secoraari(asimmetria

conformazionale), o una chiralita indotta da ceasimmetrici vicini o per

I'asimmetria dell'intorno (asimmetria d’ambiente).

Polipeptidi e proteine sono otticamente attivi iragto sono costituiti da unita

monomeriche chirali ed in quanto capaci di formateutture secondarie

chirali.

| gruppi cromofori sono:

. Il gruppo peptidico, che presenta assorbimentlarghno UV (170-250
nm) e che non e chirale.

. Gli anelli aromatici degli amminoacidi (Phe, Tyrrp] His) che
assorbono sia nel vicino UV (250-300 nm) che netiaa del gruppo
peptidico e che sono anch’essi dei cromofori isgtamente non

chirali in quanto aventi almeno un elemento di setmma.
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. Il ponte disolfuro, che presenta un assorbimerttrimo ai 250 nm ed é
intrinsecamente asimmetrico.
Il range in cui solitamente si effettuano le misuee quello relativo
all'assorbimento del gruppo peptidico (180-250 nmm),cui la chiralita €
indotta principalmente dall’'asimmetria conformazte In questo intervallo si
osservano le bande corrispondenti alle transizienir* (190 nm) e Romo *
(210 — 220 nm) del cromoforo peptidico.
In generale, tutti i metodi per la stima del comtenin struttura secondaria
assumono che lo spettro di una proteina possaeesappresentato da una
combinazione lineare di elementi di struttura seéemia, piu un termine
correttivo che include il contributo dei cromof@iomatici. In questo modo
ogni spettro CD puo essere ricostruito per comldamez lineare di spettri di
riferimento (o standard) corrispondenti alle prpadi conformazioni. | vari
approcci al calcolo delle percentuali di questeitsire si differenziano per
l'utilizzo di standard diversi. Pertanto misure Qi2l lontano UV sono
utilizzate per studiare la struttura secondarigeiptidi e proteine. | pattern
generali dellk-elica, del p-sheet, e dei f-turn sono ben caratterizzati. In
aggiunta a queste conformazioni, si e identificatm quarto stato
conformazionale denominat@ndom coil, che pu0 essere interpretato con lo
stato naturale di un polimero favorito dalla sutr@pia e dalle sue interazioni
con il solvente [106]Generalmente e assunto come standard di questolatat
conformazione assunta in soluzione acquosa a pHall® poliprolina.
Studi teorici ed evidenze sperimentali suggeriscana ridefinizione dello
statorandom coil [106]. In particolare i risultati degli studi CD mdotti in
solventi criogenici, hanno portato Drake e collabor [107], a definire la
strutturarandom come un equilibrio tra due stati conformazionadinvolgente
una struttura estesa ad elica sinistrogira, tipbppmina Il e una struttura
disordinata. Inoltre, studi teorici indicano conieedse eliche sinistrogire tipo
poliprolina Il mostrino spettri CD vibrazionali silina quelli evidenziati da

strutturerandom coil (Fig. 20).
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Fig. 20. Modelli generali di struttura secondaria
3.6 RISONANZA MAGNETICA NUCLEARE

La risonanza magnetica nucleare (NMR) é una tecspedtroscopica molto
utilizzata per la determinazione di elementi diutira secondaria e di strutture
tridimensionali di peptiti e di proteine in soluam [108]. Il principio su cui si
basa e l'interazione tra il momento magnetico dinueleo, immerso in un
campo magnetico, e le radiazioni elettromagnetmioprie della regione delle
radiofrequenze. Come analisi diventa indispensatpilando non € possibile
ottenere cristalli singoli adatti ad essere anatizzon diffrazione dei raggi X.
Il fatto di operare in soluzione € un altro grandetaggio di questa tecnica. Si
possono variare, infatti, parametri come tempesatyoH, forza ionica e
solvente al fine di controllare gli effetti sulldrigtura. La tecnica inoltre
consente di studiare i processi dinamici che aveeagn soluzione, come la
interconversione di conformeri, la cui scala tenaporsia compatibile con la
scala dei tempi NMR. Operare in soluzione rappr@sanche lo svantaggio
principale dello studio NMR. La necessita di aveoacentrazioni dell’ordine
di 2-3 mM senza che il polimero si aggreghi e itdache 'aumento del peso
molecolare del composto porta ad un allargamentie dghe spettrali sono
due dei principali difetti del’NMR. L’allargamentdelle linee spettrali deriva

dalla riduzione dei tempi di rilassamento e portd an’inevitabile
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sovrapposizione dei segnali. La possibilita dilizeare tecniche
multidimensionali, di arricchire il campione ciC e™N e di sfruttare, quindi,
la maggior dispersione dthemical shift di altri nuclei ha permesso di
rimuovere le sovrapposizioni dei segnali delle moawrlecole e ha contribuito
ad innalzare il limite delle dimensioni accessibilliNMR. Inoltre, tramite lo
sviluppo di spettrometri ad alta frequenza (600-804z per'H) si & ottenuto
un notevole aumento della risoluzione e della $ditai

Quando un impulso a radiofrequenza investe un aamepin un campo
magnetico statico, perturba I'equilibrio tra le ptazioni dei suoi stati di spin.
Cessato lI'impulso, il sistema ritorna alle condmimiziali attraverso processi
di rilassamento longitudinale o trasversale cheerd@hano la graduale

scomparsa del segnale.
3.6.1 NMR monodimensionale

I nuclei aventi momento angolare di spin divers@éia possiedono anche un
momento magnetico di spip, non nullo ad esso legato tramite:

p=yl
dovey e il rapporto giromagnetico del nucleo in esaneil 8umero quantico
di spin € pari a | allora il momento angolare sinsp avra modulo e

componente lungo 'asse z dati da:

N=[1(1+1)°n doveh = h/ 2lt e h & la costante di Planck

l,=mh dove m=1, | +1... - | = numero quantico spin

Sono possibili quindi (21+1) stati di spin, enerfgamente degeneri, che di
differenziano solo per il valore diymDal momento che viene applicato un
campo magnetico statico oB la degenerazione viene rimossa.
Convenzionalmente il campo statico si assume lltagse z. Il protone, per

esempio, ha spin | = 1/2 e quindi sara carattetizda due possibili stati di

spin. Il primo, piu stabile e popoloso in condiZidhequilibrio, € lo stata (m

= 1/2), mentre il secondo € lo stdiocaratterizzato da (nm= -1/2) ed € ad
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energia maggiore rispetto allo stato Lo stato sara meno popolato in
condizioni di equilibrio proprio perche e ad enarghaggiore. Il salto di
energia tra i due é calcolabile con la seguenteessipne:

h

g s

-

AE=E,—E,=y—2B,

Per promuovere la transizione tra i due stati i gpnecessaria una radiazione
di frequenzavy = yBo/2r alla quale € associata una energia pate £ — E,

= hvo.

La frequenza di Larmorv{) € propria del nucleo, &€ funzione del campo
magnetico applicato e del rapporto giromagneticefnisce la condizione di
risonanza del nucleo.

In un campione macroscopico bisogna considerarsidagora con un insieme
di atomi. La distribuzione di Boltzmann descrivedifferenza di popolazione

nei due stati:

La somma vettoriale dei singoli momenti magneticiutti i nuclei produce il
vettore di magnetizzazione macroscopica Mhe, nelle condizioni di
equilibrio, avra la componente lungo la direziomé @hmpo magnetico diversa
da zero. Le componenti lungo x e vy, invece, soritemperché si trova in una
situazione dirandom phase dove le componenti dei singolii sono
statisticamente presenti con uguale probabilitagueste condizioni, in una
popolazione di nuclei, i singoli vettqri precedono attorno alla direzione @ B
con frequenza di Larmor caratteristica ma non & fiaa loro.

L’applicazione di un impulso di radiofrequenze jBerpendicolare a Bporta
ad una transizione di elettroni dallo stato di spiallo stato di spirf se la
frequenza, propria dellimpulso, e wuguale alla freoga di Larmor
caratteristica\i = vo). L'effetto & la deflessione della magnetizzaziahein
angolo6 dalla direzione del campo statico attorno all’adisepplicazione dell’
impulso. Tale angolo & proporzionale alla duratiinipulso (zp) secondo la

seguente relazione:

= yB, T,
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Si origina una componente trasversale (Mx,y) ddtove magnetizzazione.
Una volta rimosso B se la durata dell'impulso € tale da avere90°, allora il
vettore giacera sul piano xy e precedera attorte difezione di B con la
frequenza di Larmor caratteristica del nucleo. @uesecessione produce nel
circuito di rilevazione il FID. FID sta peFree Induction Decay, segnale
sinusoidale il cui decadimento esponenziale e daovat processi di
rilassamento.

La frequenza di risonanza dei vari nuclei €& fortetee condizionata
dall'intorno chimico. Proprio questa caratteristieadel’NMR uno strumento
utilissimo per distinguere i vari tipi di nuclei @efinire la struttura di una
molecola. Ogni nucleo subisce, infatti, una schéwnaada parte della nuvola
elettronica che lo circonda e che dipende dalliimbo I nucleo quindi non
sentira tutto il campo magnetico ma un campo eféigaari a Beff= Bo(1 — o)
dove s € la costante di schermo. Il nucleo non risuoradla frequenza di
Larmor come é definita prima ma ad una frequengeitea che include |l

termine di schermatura. Questa frequenza effetieae definita come segue:

Vg =¥By(1-0)/2x

L’effetto di schermatura viene quantificato defidenl chemical shift (0), che
viene misurato in ppm secondo la formula:
V. —V
o= ul[}ﬁ (ppn:)

1]

rif
Come si vede dalla formula, viene utilizzata uregjfrenza di riferimento per

rendere la misura totalmente indipendente dallovsnto utilizzato.

Un esperimento monodimensionale si articola inpkréodi (Fig. 21):

90°x

I s

FID >———

FREFARAZIONE ACQUISIZIDNE|

Fig. 21. Schema di un esperimento NMR monodimeragson
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In primo luogo c’€ un periodo di preparazione doviene raggiunto

I'equilibrio termico che viene perturbato da un uwigp a 90° il quale porta il
vettore magnetizzazione sul piano xy. Nel periodocsssivo si acquisisce |l
FID mentre viene applicata la Trasformata di Fou(i€T) che converte il

segnale da funzione nel dominio dei tempi a furzionquello delle frequenze.
Nel dominio delle frequenze si ottiene una serigidchi centrati alle varie

frequenze di risonanza.

Usando una tecnica ad impulso tutti i nuclei diefesse vengono eccitati
contemporaneamente e tutti i segnali vengono ragoaln momento solo. Si
puo cosi ripetere piu volte I'esperimento e sommaFéD ottenuti. Questo

processo ha lo scopo di migliorare il rapporto ségnumore (S/N), che

dipende da n, numero di esperimenti ripetuti seodadormula segnente:
h
S _Jn
N

Nonostante la grande importanza rivestita dagkeesgenti monodimensionali,
per proteine e peptidi bisogna ricorrere agli espemti multidimensionali.
Questi ultimi permettono una maggiore risoluzionemiduendo la
sovrapposizione di picchi rispetto agli esperimetidl. Gli esperimenti 2D
sono vantaggiosi per lo studio di proteine e peg@che i 20 amminoacidi
naturali che costituiscono le catene polipeptididaano segnali caratteristici.
Oltre a questo bisogna considerare che lo speitrasdnanza dei protoni
amminoacidici € piuttosto ampio (10-12 ppm) edtesima forte dipendenza
dei valori di chemical shift dei protoni di un determinato residuo dalla

conformazione della catena.
3.6.2 NMR bidimensionale

A differenza degli spettri monodimensionali, glpesmenti 2D consistono in
una superficie quadrata dove il segnale NMR vieappresentato come
funzione di due variabili, le frequenze; e w,. L'esperimento & anche
caratterizzato una serie di impulsi tale per cunténsita del segnale raccolto

risulta funzione di due distinti intervalli di teropt; e t.
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Schematicamente si puo descrivere un esperimentmgi2 in figura 22:

90° 90° 90°

t1 ™m I t2
FID-

PREPARAZIONE | EVOLUZIONE |MESCOLAMENTO| ACQUISIZIONE

Fig. 22. Schema di un esperimento NMR bidimensmnal

Gli stadi principali in cui si suddivide un’analislMR bidimensionale sono

quattro:

. PREPARAZIONE: il campione raggiunge I'equilibriermico e viene
perturbato da un impulso a 90° che deflette la redgrazione sul
piano xy.

. EVOLUZIONE: la magnetizzazione evolve sotto figfo di
accoppiamenti scalari (spin-spin) e precessioneLatmor; t e |l
periodo di durata di questo stadio.

. MESCOLAMENTO: una serie di impulsi ed intervaldi tempo
permettono il trasferimento della magnetizzazionéruttendo
meccanismi diversi a seconda della sequenza dilginptilizzata. La
durata totale en.

. ACQUISIZIONE: come nel monodimensionale ho laave propria
acquisizione del segnale (FID) durante l'intervalo

Lo spettro definitivo si ottiene ripetendo n voleesequenza appena descritta

incrementando sistematicamengditun preciso intervallat;. Si acquisiscono

n FID che vengono sottoposti alla Trasformata dirtew. L'applicazione della

Trasformata ai segnali FID acquisiti durantéotnisce la matrice Sfto,) che

puo essere vista come un insieme di n spettri 1D icgegnali nel dominio

delle frequenzen, modulati in ampiezza e/o fase a causa delle evamhiizi
avvenute durante;.t La successiva Trasformata lungo l'asse dei tetppi
permette di ottenere lo spettro bidimensionale;s() dalla matrice appena

descritta.
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Il trasferimento di magnetizzazione tra due nuéle B puo avvenire, durante

la fase di mescolamento (tempg) sfruttando due meccanismi possibili:

. accoppiamento scalare: € un fenomeno che si trasmette lungo i legami.
I due nuclei devono essere separati da un nhumeoolpi di legami e
I'interazione avviene a causa della polarizzaziatedla loro nube
elettronica. Tipici esperimenti che sfruttano qaestcoppiamento sono
COSY e TOCSY.

. accoppiamento dipolare: € un fenomeno che si trasmette attraverso lo
spazio e pud essere evidenziato utilizzando I'efféddlOE (Nuclear
Overhauser Effect). Si osservano picchi di cortielaz di questo tipo
per distanze massime diAStra i due nuclei in esame. Esperimenti
NOESY e ROESY si basano su questo effetto e sonovaliao
strumento per la determinazione della strutturaorsgaria delle
proteine.

Per molti esperimenti il solvente é 'acqua, conl0fb di BO per il segnale di

lock. Per gli spettri protonici diventa necessario sopere, 0 quanto meno

ridurre, il segnale dellacqua che sarebbe quellointensita gran lunga

maggiore. A tale scopo si ricorre a due espedieptesaturazione e

WATERGATE. La presaturazione consiste nell'irradiazione tsgke della

risonanza da sopprimere con un debole campo diofraduenze.

L’irradiazione € mantenuta per un tempo tale daurase la risonanza

considerata. La presaturazione e inserita solitteneinrante il periodo di

preparazione, subito prima della applicazione deglulsi. Un problema

connesso con l'applicazione della presaturaziote studio dei peptidi € il

fatto che satura in parte anche i protoni aminaeiciche scambiano con

I'acqua riducendo l'intensita di questi segnalier Bvviare a questo problema

si ricorre spesso al WATERGATE (WATER suppressigrdradient-Tailored

Excitation). Consiste in una sequenza che perndettiefasare selettivamente

la magnetizzazione trasversale del solvente uitido impulsi a gradiente. Si

puo schematizzare come segue (Fig. 23):
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g1 g2
Fig. 23. Schema del WATERGATE.

In questa immagine si vedono i vari momenti chalt@rnano nella sequenza
WATERGATE. Un primo impulso (pl) non selettivo adsfe Ila
magnetizzazione sul piano xy; segue un impulsadignte di campo (gl) che
defasa tutti gli spin. La sequenza di impulsi p2pprta alla inversione di 180°
di tutte le risonanze tranne quella del solventginé un altro impulso a
gradiente (g2) uguale al primo, rifocalizza le metrzazioni e defasa
ulteriormente quella del solvente che, quindi, eigistrutta. C'é da segnalare
che neanche il WATERGATE e esente da controindicazi segnali vicini a
quello del solvente, infatti, possono essere gknante la sequenza.

Gli esperimenti, oltre per il differente meccanisrdo trasferimento della
magnetizzazione, si possono distinguererno- ed eterocorrelati. Nel primo
caso si indagano le risonanze dello stesso nucleotren nel secondo gli

accoppiamenti tra nuclei diversi.

3.6.2.1 COSY

La sigla COSY sta per COrrelation SpectroscopYppmasenta storicamente |l
primo esperimento 2D. La magnetizzazione vienddraa scalarmente tra gli
spin. L'accoppiamento scalare tra due nuclei siifesta neicross-picchi.
Sperimentalmente si osservano questi segnali seléinn esame sono separati
da non piu di tre legami e questo permette di eteeinformazioni importanti
sulla struttura del composto in esame. La fig. ppbrta la sequenza degli

impulsi di un esperimento COSY.
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t1 t2
FID

Fig. 24. Sequenza di impulsi di un COSY.

Il primo impulso a 90° lungo l'asse x porta la metigzazione sul piano
trasversale; essa evolve nel tempopér effetto del chemical shift e
dell’accoppiamento scalare. In questo modo peristeraa di due nuclei, AX,
scalarmente accoppiati ottengo termini in fase exweriti lo spin di uno solo
dei due protoni e a termini in antifase contenéntrodotto degli spin e
derivanti dall’accoppiamento scalare. A questo puihtsecondo impulso,
uguale al primo, modifica i termini in antifase ggmy dei due nuclei. Si ottiene
un reciproco trasferimento di magnetizzazioneeriine in antifase relativo ad
A e trasformato in quello relativo a X e viceversa.

Cio significa che l'antifase del nucleo A evolvenao, durante il temposte
conwx durante e viceversa per X. Il segnale derivante dalla magrezione

in antifase e funzione del chemical shift di untpne nella dimensione, E di
quello dell’altro nella dimensione,H.o spettro COSY che ne segue presenta i
cross-picchi ga,mx) e (x,ma) sSimmetrici rispetto alla diagonale. La diagonale
invece contiene i picchiop, ®a) € (@x,0x) che derivano dai termini di
magnetizzazione in fase che sono invariati rispetlimpulso di
mescolamento. Derivano infatti dahemical shift di uno stesso nucleo in

entrambe le direzioni.

3.6.2.2 TOCSY

Come per gli esperimenti appena descritti, ancHeT@ECSY si sfrutta un
trasferimento scalare della magnetizzazione. TOCSgnifica TOtal

Correlation SpectroscopY e con una specifica segueln impulsi, chiamata
spin lock, attua il trasferimento della magnetizzazioneiascun protone a tutti

I protoni appartenenti allo stesso sistema di sgiie, siano 0 meno accoppiati
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con il precedente. Nello studio di peptidi e pnoggiil sistema di spin e
'insieme di tutti i protoni del residuo amminoaicd. Il legame peptidico
interrompe il trasferimento della magnetizzazione.

La sequenza degli impulsi e riportata in Fig. 25:
90° X spin-lock

t1 t2
\\\

FID

Fig. 25. Sequenza di impulsi di un TOCSY.

Durante la sequenza gpin lock la magnetizzazione viene bloccata sul piano
trasversale e, se il suo tempumixing time t,) di durata & sufficientemente
grande, si ottiene il trasferimento della magneizzane lungo tutta la catena
amminoacidica. mixing time di solito sono dell'ordine di 70-80 ms per avere
un trasferimento completo da uno spin al vicinmegpquello successivo e cosi
via. Lo spin lock puo essere realizzato mediante I'applicazione diampo di
radiofrequenze in onda continua, lungo la direzidesiderata e per un tempo
opportuno, oppure mediante un treno di impulsi cositp. Solitamente e
proprio quest'ultimo caso che viene utilizzato pércporta ad un minor

riscaldamento del probe.

3.6.2.3 NOESY e ROESY

Entrambi gli esperimenti si basano sull'effetto NO& osservano |l
trasferimento(dipolare) di magnetizzazione attraeo spazio. Si considera
un sistema costituito da due nuclei accoppiatiintéresting’) ed S (‘source’).

Il sistema viene irraggiato da una radiazione caguenza di Larmor del
primo nucleo fino a saturare le transizioA. Il sistema tende a ripristinare le
iniziali condizioni di equilibri grazie a meccanisrdi rilassamento a zero,
singolo o doppio quanto (W W;, W,). Questo fenomeno comporta una
variazione nell'intensita del segnale del secondcleo perche i momenti

magnetici dei due spin interagiscono l'uno con ti@lnello spazio non
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rilassando contemporaneamente. Nell'ipotesi che,upe spin S nel sistema
non perturbato, I'intensita della risonanza sj& $he tale intensita diventi S

dopo la saturazione di I, si definisce NOE la gitant

S-5,

7, (S) =

0

L’entita dell'effetto NOE dipende dal bilanciamenttei vari fenomeni di
rilassamento, in particolare a doppio e zero-qugmacametri che influenzano
le popolazioni degli stati di spin nel nucleo S. transizione a zero-quanto
produce una diminuzione della differenza di popoliag ina e B relativa ad S.
Ne conseguono una diminuzione del vettore magretiane di S lungo z e
una diminuzione dell'intensita del segnale per SOENnegativo). W per
contro aumenta la differenza di popolazione trag dtati e quindi un aumento
del segnale (NOE positivo). Si osservera, quindi,effetto NOE positivo o
negativo a seconda della transizione che prevatdgreneara nullo se le due si
uguagliano. L'efficacia delle transizioni MWV, e W, dipende dalla velocita di
riorientazione delle molecole in soluzione e quirdAl loro tempo di
correlazione rotazionalef. Si pud convertire il volume dei cross-picchi in
distanze interatomiche. L’effetto NOE e infatti @mamente proporzionale alla
sesta potenza della distanza internucleare sedandtazione seguente:

W, —W,

¥ 1
(S)= 2 5w — f(r,)
L W W, + W, 7, 7 4

Sperimentalmente sono osservabili solo i picchivaér dall’accoppiamento
scalare di nuclei distanti un massimo 4i.5

La fig. 26 riporta la sequenza di impulsi dell’'espento NOESY.

90" x 90° x 90° x
t1 ™ t2

Fio>

Fig. 26. Sequenza di impulsi di un NOESY.
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Il primo impulso a 90° deflette la magnetizzazisu piano trasversale dove,
durante 1, evolve sotto l'effetto dekhemical shift e degli accoppiamenti
scalari. Il secondo impulso riporta parzialmentenagnetizzazione lungo z
dove viene lasciata rilassare per un periodo paritha per effetto
dell’accoppiamento dipolare. Con il terzo impulsa Mmagnetizzazione
risultante ritorna sul piano xy e viene rivelatarahie §. Ovviamente e
opportuno eliminare tutti gli accoppiamenti scatann vari cicli di fase.

Un ruolo fondamentale, dunque, € rivestito dallaeltac del tempo di
mescolamentortf,). Questo parametro deve essere sufficientemeatelgrda
consentire il trasferimento della magnetizzazioma $pin dipolarmente
accoppiati ma non deve essere troppo lungo pearevitfenomeni dispin-
diffusion. Si puo spiegare Ispin-diffusion segue: se il nucleo A é dipolarmente
accoppiato con il nucleo B ma non con il nucleo B,ea sua volta, €
accoppiato con C allora la magnetizzazione si @ragfe da A a C creando
ingannevoli cross-picchi.

ROESY é I'acronimo di Rotating-frame OverhauserEffSpectroscopy. E un
esperimento che misura l'effetto NOE sotto I'aziomello spin lock ed e
indicato per molecole che hanno wntale per cuiot. = 1, doveo € la
frequenza angolare parica= yB. In alcuni casi il NOE e vicino a zero mentre
il rotating-frame NOE (ROE) € sempre positivo e cresce in modo monotbno a
crescere di., L'effetto NOE é tipicamente vicino a zero per nualke piccole
(1000-2000 dalton) quindi diventa necessario osserW'effetto ROE per
determinare accoppiamenti dipolari. Nei ROESHiking time e rappresentato
dallo spin lock. Durante questo periodo avviene lo scambio di dpani
componenti della magnetizzazione tra nuclei diffiird.a sequenza di impulsi
per il ROESY e molto simile a quella del TOCSY egluériportata:

90° X spin-lock

FiD>

Fig. 27. Sequenza di impulsi di un ROESY.
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3.6.2.4 NMR eteronucleare: HSQC

La sequenza INEPT (Insensitive Nuclei Enhanced ddgrRation Transfer) é
alla base di molti esperimenti eteronucleari cheretano i protoni agli
eteronuclei con cui accoppiano. | vari nuclei aitivNMR mostrano differente
sensibilita in accordo al loro rapporto giromagoetiLo scopo dell’ INEPT é
quello di trasferire magnetizzazione da un nuclemn calto rapporto
giromagnetico, in genere il protone, ad uno conrapporto giromagnetico
inferiore, come azoto e carbonio, attraverso I'aptamento scalare.
90 180 90

BN BN
90
X 1
a)

Fig. 28. Sequenza INEPT.

L’esperimento HSQC applica due sequenze INEPT: rimg permette di
trasferire la magnetizzazione dal protone all'atexdeo, la seconda, che
risulta essere I'opposto della prima, trasferisceutdvo la magnetizzazione sul

nucleo di partenza.

90 130 90 180 90 180
H- I M.,
T T T T |
180 90 90 180
x I I tl Decoupler
T =1/(4))

Fig. 29. Sequenza di impulsi di un HSQC.
Iniziando e finendo I'esperimento sui nuclei cotoatalore diy la sensibilita

pud essere aumentata notevolmente. Gli esperinslstirilevano il protone

SoNno i piu usati in ambito biomolecolare in quambm solo la sensibilita é alta,
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ma il recycle delay pud essere mantenuto breve poiché lo spin debmpeot

recupera il suo equilibrio di magnetizzazione veloente. Cid aumenta

significativamente il rapporto segnale/rumore.
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Risultati e Discussione

4.1 SINTESI DEI PEPTIDI

4.1.1 Anta c(VPPAFFPPFF)

Sintesi del frammento 1-4 (VPPA):

2.493 g di Z-Pro-OH (10 mmol) sono sciolti in THRidro. La soluzione viene
raffreddata a —15 °C e si aggiungono 1.31 mL diFE00 mmol) e 1.10 mL di
NMM (10 mmol). Dopo 2 min si aggiungono 2.032 gHHAla-NHNH-Boc
(10 mmol) preventivamente sciolti in THF anidrofrafidato a —15 °C. Si
aggiusta il pH a 8.5. La reazione é condotta pemitDa —10 °C, 30 mina T
ambiente. La soluzione viene poi evaporata a ¢l@wene ripartito tra AcCOEt
e acqua. La fase organica viene lavata consecutnen3 volte con KHSal
2%, 3 volte con N&O; 0.5 M, acqua e infine viene anidrificata con,8i@;.
La soluzione viene concentrata e il peptide € pretod con etere di petrolio.
Per la rimozione del gruppo Z il precipitato € #odn MeOH e si effettua
un'idrogenazione a T ambiente e P atmosferica esgmza di carbone
palladiato (10%). Si porta il pH a 5 con HCI in Md@er favorire la reazione.
L'andamento viene seguito mediante TLC. Il cataliae viene eliminato per
filtrazione e il filtrato viene concentrato e praitato con ELO. Il dipeptide H-
Pro-Ala-NHNH-Boc viene quindi purificato mediant®fRi1PLC preparativa e
poi liofilizzato. Si sono ottenuti 1.822 g (6.2 minpari a una resa del 62%.
1.546 g di Z-Pro-OH (6.2 mmol) sono sciolti in TH#Aidro. La soluzione
viene raffreddata a —15 °C e si aggiungono @gi3li IBCF (6.2 mmol) e 682
uL di NMM (6.2 mmol). Dopo 2 min si aggiungono 1.882di H-Pro-Ala-
NHNH-Boc (6.2 mmol) preventivamente sciolti in THRidro raffreddato a —
15 °C. Si aggiusta il pH a 8.5 e si procede conpeasdi sono ottenuti 1.510 g
di H-Pro-Pro-Ala-NHNH-Boc (3.8 mmol) pari a unaaesel 61%.

1.324 g di Z-Val-OSu (3.8 mmol) sono sciolti in THF) °C. Si aggiungono
1.510 g di H-Pro-Pro-Ala-NHNH-Boc (3.8 mmol) e astia sotto agitazione
per 24 h a T ambiente. L'estere attivo viene pedpgper reazione tra Z-Val-
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OH con 1 equivalente di DCCI e 1 equivalente di HESDCM a 0 °C per 8
h. A reazione terminata la soluzione viene evapoeaolio e ripartita tra
AcOEt e acqua e lavorata come sopra. Dopo rimozidele gruppo Z e
purificazione si sono ottenuti 1.540 g di H-Val-FRm-Ala-NHNH-Boc (3.1
mmol) pari a una resa dell'81%.

Il tetrapeptide € stato sintetizzato in quantitdvata in quanto risulta essere

comune a tutti i peptidi di seguito preparati.

Sintesi del frammento 5-6 (FF):

215.68 mg di H-Phe-OMdCl (1 mmol) sono sciolti in THF a 0 °C. Si
aggiungono 13iL di TEA (1 mmol) per deprotonare 'ammina e in Sig
362.38 mg di Boc-Phe-OSu (1 mmol) precedentemeamreapato per reazione
con DCCI/HOSu in DCM a 0 °C. Si lascia reagire anibiente per 24 h. La
soluzione é evaporata a olio e ripartita tra Ac@Edcqua. La fase organica
viene lavata consecutivamente 3 volte con K &(2%, 3 volte con N&O;
0.5 M, acqua e infine viene anidrificata con,8@. La soluzione viene
concentrata su rotavapor e il dipeptide e predipitan etere di petrolio. Dopo
filtrazione il precipitato viene essiccato in stuéa vuoto. In seguito a
purificazione tramite RP-HPLC e successiva liogéizione si sono ottenuti
358.27 mg di Boc-Phe-Phe-OMe (0.84 mmol) pama esa dell'84%.

In seguito il dipeptide cosi ottenuto viene divisalue porzioni uguali. Una e
sottoposta a idrazinolisi: il peptide viene scioltoMeOH e trattato con 20
equivalenti di idrazina idrata a T ambiente peri@m. La soluzione viene
concentrata e il dipeptide € precipitato con acdbapo filtrazione viene
anidrificato con HSQO, al 98% e in seguito ricristallizzato da MeOHB/&t
Dopo purificazione si sono ottenuti 170.6 mg di Bdwe-Phe-bH; (0.40
mmol) pari a una resa del 95%.

Sintesi del frammento 7-10 (PPFF):
Una porzione del dipeptide Boc-Phe-Phe-OMe sirgat nel passaggio
precedente viene usata per questa preparazioneimiczione del gruppo

protettore Boc avviene per trattamento con unazsmhe di TFA con 10% di
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anisolo per 90 min sotto agitazione. La soluziom@ae& concentrata e il peptide
e precipitato con ED. Il peptide viene quindi filtrato e lavato piultecon
etere etilico fresco. Infine viene messo in stuftcs vuoto e poi utilizzato
senza ulteriore purificazione.

133.87 mg di H-Phe-Phe-OMe (0.41 mmol) sono scinlfTHF anidro a —15
°C. La soluzione viene aggiunta a una soluzionéHf a —15 °C in cui sono
sciolti 102.2 mg di Z-Pro-OH (0.41 mmol), 54 di IBCF (0.41 mmol) e 45
uL di NMM (0.41 mmol). Si aggiusta il pH a 8.5. Laazione € condotta per
10 min a-10 °C, 30 min a T ambiente. La soluziaeree poi evaporata a olio
che viene ripartito tra AcOEt e acqua. La fase wiga viene lavata
consecutivamente 3 volte con KH5& 2%, 3 volte con N&0O; 0.5 M, acqua
e infine viene anidrificata con MaO,. La soluzione viene concentrata e il
peptide & precipitato con etere di petrolio. llgipéato € sciolto in MeOH e si
effettua un'idrogenazione a T ambiente e P atmoafan presenza di carbone
palladiato (10%). Si porta il pH a 5 con HCI in MdQ@er favorire la reazione.
L'andamento viene seguito mediante TLC. Il cataliaee viene eliminato per
filtrazione e il filtrato viene concentrato e pnaitato con ELO. Il peptide viene
quindi purificato mediante RP-HPLC preparativa e lpafilizzato. Si sono
ottenuti 122.86 mg di H-Pro-Phe-Phe-OMe (0.29 mnpal)i a una resa del
70%.

72.29 mg di Z-Pro-OH (0.29 mmol) sono sciolti in Fknidro a —15 °C. Si
aggiungono 38iL di IBCF (0.29 mmol) e 32iL di NMM (0.29 mmol). Si
aggiunge quindi la soluzione di THF anidro prerdfifata contenente i 122.86
mg di H-Pro-Phe-Phe-OMe e si procede come sopraoDonozione del
gruppo Z e purificazione si sono ottenuti 98.95dangl-Pro-Pro-Phe-Phe-OMe
(0.19 mmol) pari a una resa del 67%.

Condensazione frammenti 5-6 e 7-10:

81 mg di Boc-Phe-Phe-N3 (0.19 mmol) vengono sciolti in DMF anidra
raffreddata a —15 °C. La soluzione viene trattata 4 equivalenti di HCI in
diossano e 2%L di tert-butilnitrito (1.1 eq). Dopo la formazione dell'de]

verificata tramite saggio apposito, la soluziongaéfreddata a —60 °C e
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neutralizzata con 4 equivalenti di TEA. Si aggiungandi la soluzione
preraffreddata del componente amminico contene®t@59mg di H-Pro-Pro-
Phe-Phe-OMe (0.19 mmol). Il pH viene aggiustato5a87con TEA e vengono
aggiunti 21.87 mg di HOSu (1 eq) come catalizzatbeereazione decorre 6
giorni a 4 °C e 1 giorno a T ambiente. La soluzivieme poi evaporata a olio
che viene ripartito tra AcOEt e acqua. La fase wiga viene lavata
consecutivamente 3 volte con KH5& 2%, 3 volte con N&O; 0.5 M, acqua
e infine viene anidrificata con MaO,. La soluzione viene concentrata e il
peptide e precipitato con etere di petrolio. llgipéato viene poi sciolto in
MeOH e trattato con 20 equivalenti di idrazina tdra T ambiente per 6 giorni.
La soluzione viene concentrata e il peptide e pr&to con acqua. Dopo
filtrazione viene anidrificato con 430, al 98% e in seguito ricristallizzato da
MeOH/EtO. In seguito a purificazione in RP-HPLC si sontewtiti 164.75
mg di Boc-Phe-Phe-Pro-Pro-Phe-PhgHp (0.18 mmol) pari a una resa del
96%.

Condensazione frammenti 5-10 e 1-4:

164.75 mg di Boc-Phe-Phe-Pro-Pro-Phe-PhidsN(0.18 mmol) sono fatti
reagire in DMF anidra a —15 °C con 89.42 mg di H-Ne-Pro-Ala-NHNH-
Boc (0.18 mmol) nelle stesse condizioni della coisdeione tra 5-6 e 7-10.
Alla fine il Boc viene rimosso per trattamento aoma soluzione di TFA con
10% di anisolo per 90 min. Il peptide € poi pretaim con ELO.

Dopo purificazione si sono ottenuti 200.78 mg dPhe-Phe-Pro-Pro-Phe-Phe-
Val-Pro-Pro-Ala-NH3 (0.17 mmol) pari a una resa del 94%.

Ciclizzazione:

Il peptide deprotetto viene sciolto in DMF ed esfeaimato in azide cotert-
butilnitrito come riportato precedentemente. Laugmne acida e raffreddata a
—60 °C e diluita alla concentrazione di 1 mM con BPlgreraffreddata anidra
sotto atmosfera di azoto. Si aggiungono 5 equivaldn K;HPO, e 1
equivalente di HOSu come catalizzatore. La reazgooeede 6 giornia 4 °C in

atmosfera di azoto. Poi il solvente viene evapoeatgeptide e precipitato con
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una soluzione al 10% di AcOH. Infine viene purifwanediante RP-HPLC

preparativa. La resa della reazione é quantitativa.
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Fig. 30. Cromatogramma analitico e spettro ESI-MA&rda.

4.1.2 Gly 6 c(VPPAFGPPFF)

Sintesi del frammento 1-4 (VPPA):
Il tetrapeptide H-Val-Pro-Pro-Ala-NHNH-Boc viene ngtizzato come

riportato nella sintesi di Anta ed € una porzionguel prodotto.

Sintesi del frammento 5-6 (PG):

36.24 mg di Boc-Phe-OSu (0.1 mmol), precedentenaeearato, sono sciolti
in THF anidro a 0 °C. Si aggingono 13.55 mg di H~GIMe+*HCI (0.1 mmol)
e 1.3uL di TEA (0.1 mmol) per deprotonare I'ammina. Lazi®ene decorre 24
h a T ambiente. La soluzione & evaporata a olipatita tra ACOEt e acqua.
La fase organica viene lavata consecutivamentelt2 von KHSQ al 2%, 3
volte con NaCO; 0.5 M, acqua e infine viene anidrificata con,8i@;. La
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soluzione viene concentrata e il dipeptide e pr&tip con etere di petrolio.
Successivamente viene sciolto in MeOH e trattatn 20 equivalenti di

idrazina idrata a T ambiente per 6 giorni. La swoe viene concentrata e il
dipeptide e precipitato con acqua. Dopo filtrazionene anidrificato con

H.SO, al 98% e in seguito ricristallizzato da MeOH/&t Dopo purificazione

tramite RP-HPLC e successiva liofilizzazione sicattenuti 26.04 mg di
Boc-Phe-Gly-NH3 (0.091 mmol) pari a una resa del 91%.

Sintesi del frammento 7-10 (PPFF):

215.68 mg di H-Phe-OMe*HCI (1 mmol) sono sciolti THF a 0 °C. Si
aggiungono 13iL di TEA (1 mmol) per deprotonare 'ammina e in Sikg
362.38 mg di Boc-Phe-OSu (1 mmol) precedentemeamreapato per reazione
con DCCI/HOSu in DCM a 0 °C. Si lascia reagire anibiente per 24 h. La
soluzione é evaporata a olio e ripartita tra Ac@Edcqua. La fase organica
viene lavata consecutivamente 3 volte con KEH&(2%, 3 volte con N&O;
0.5 M, acqua e infine viene anidrificata con,8@. La soluzione viene
concentrata e il dipeptide & precipitato con etingetrolio. Dopo filtrazione il
precipitato viene essiccato in stufa a vuoto. Iguge a purificazione tramite
RP-HPLC e successiva liofilizzazione si sono otteBt5.33 mg di Boc-Phe-
Phe-OMe (0.88 mmol) pari a una resa dell’'88%. pegitide viene quindi
diviso in 4 parti uguali in quanto corrisponde amelh frammenti 5-6 di Gly 9 e
Tyr 9 e al frammento 9-10 di Tyr 6.

249.26 mg di Z-Pro-OH (1 mmol) sono sciolti con PBRLmg di H-Pro-OtBu
(2 mmol) in MeCN anidro a —10 °C. Si aggiungono .286mg di DCCI (1
mmol). La reazione decorre per 2 h a 0 °C e 1 giaanT ambiente. La
soluzione e evaporata a olio e lavorata come sdmarimozione di tBu
avviene come per il Boc per trattamento con unazsohe di TFA con 10% di
anisolo per 90 min. Il peptide € precipitato copCEtSi sono ottenuti 226.68
mg di Z-Pro-Pro-OH (0.92 mmol) pari a una resa3#%%. Il dipeptide viene
diviso in 6 parti uguali in quanto corrisponde r@mmento 7-8 di tutti gli altri
derivati delllAnta di seguito sintetizzati. 36.96gndi Z-Pro-Pro-OH (0.15
mmol) sono sciolti con 48.98 mg di H-Phe-Phe-OM&%0mmol, ottenuto per
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rimozione del Boc dal dipeptide corrispondenteMi@CN anidro a —10 °C. Si
aggiungono 30.95 mg di DCCI (0.15 mmol) e si precedme sopra. La
rimozione del gruppo Z avviene mediante idrogension MeOH, a T
ambiente e P atmosferica, in presenza di carbolted@do (10%). Si porta il
pH a 5 con HCI in MeOH per favorire la reazionearndamento viene seguito
mediante TLC. Il catalizzatore viene eliminato pkrazione e il filtrato viene
concentrato e precipitato con,8t In seguito a purificazione in RP-HPLC si
sono ottenuti 72.91 mg di H-Pro-Pro-Phe-Phe-OM&4(Gnmol) pari a una
resa del 93%.

Condensazione dei frammenti 5-6 e 7-10:

26.04 mg di Boc-Phe-Gly-Mi3 (0.091 mmol) vengono sciolti in DMF anidra
raffreddata a —15 °C. La soluzione viene trattata 4 equivalenti di HCI in
diossano e 11LL di tert-butilnitrito. Dopo la formazione dell'azide, vacita
tramite saggio apposito, la soluzione é raffreddat®0 °C e neutralizzata con
4 equivalenti di TEA. Si aggiunge quindi la solurmo di DMF anidra
preraffreddata contenente 47.39 mg di H-Pro-ProfieOMe (0.091 mmol).
Il pH viene aggiustato a 7.5-8 con TEA e vengongiwagi 10.47 mg di HOSu
(1 eq) come catalizzatore. La reazione decorreofhga 4 °C e 1 giornoa T
ambiente. La soluzione viene poi evaporata a ¢l@wene ripartito tra AcCOEt
e acqua. La fase organica viene lavata consecutiven® volte con KHS(al
2%, 3 volte con N&O; 0.5 M, acqua e infine viene anidrificata con,8i@;.
La soluzione viene concentrata e il peptide e prextd con etere di petrolio. Il
precipitato viene poi sciolto in MeOH e trattatanc20 equivalenti di idrazina
idrata a T ambiente per 6 giorni. La soluzione gieoncentrata e il peptide e
precipitato con acqua. Dopo filtrazione viene afichto con BSO, al 98% e
in seguito ricristallizzato da MeOH/E2. In seguito a purificazione in RP-
HPLC si sono ottenuti 73.42 mg di Boc-Phe-Gly-Pro-Phe-Phe-bH3 (0.089
mmol) pari a una resa del 98%.

Condensazione dei frammenti 5-10 e 1-4:

73.42 mg di Boc-Phe-Gly-Pro-Pro-Phe-Phgdi(0.089 mmol) sono sciolti in

DMF anidra a —15 °C e trattati come sopra per foentazide. Si aggiungono
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44.20 mg di H-Val-Pro-Pro-Ala-NHNH-Boc (0.089 mmal) soluzione di
DMF pre-raffreddata e si procede nelle stesse ewrdidella condensazione
tra 5-6 e 7-10. Alla fine il Boc viene rimosso pettamento con una soluzione
di TFA con 10% di anisolo per 90 min. Il peptidgp@ precipitato con EO.
Dopo purificazione si sono ottenuti 101.12 mg dPhke-Gly-Pro-Pro-Phe-Phe-
Val-Pro-Pro-Ala-NHs (0.085 mmol) pari a una resa del 96%.

Ciclizzazione:

Il peptide deprotetto viene sciolto in DMF ed esfeimato in azide cotert-
butilnitrito come sopra. La soluzione acida € edftata a —60 °C e diluita alla
concentrazione di 1 mM con DMF preraffreddata anignuta in atmosfera di
azoto. Si aggiungono 5 equivalenti diHPO, e 1 equivalente di HOSu come
catalizzatore. La reazione procede 6 giorni a 4n°@mosfera di azoto. Poi il
solvente viene evaporato e il peptide & precipitato una soluzione al 10% di
AcOH. Infine viene purificato mediante RP-HPLC paegtiva. La resa della

reazione € quantitativa.
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Fig. 31. Cromatogramma analitico e spettro ESI-MGlg 6.
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4.1.3 Gly 9 ¢(VPPAFFPPGF)

Sintesi del frammento 1-4 (VPPA):
Il tetrapeptide H-Val-Pro-Pro-Ala-NHNH-Boc viene ngtizzato come
riportato nella sintesi di Anta ed & una porzionguel prodotto.

Sintesi del frammento 5-6 (FF):

Il dipeptide Boc-Phe-Phe-OMe viene sintetizzato eahdipeptide 9-10 usato
nella preparazione del frammento 7-10 di Gly 6 edna porzione di quel
prodotto. 93.83 mg (0.22 mmol) sono sciolti in MeQHtrattati con 20
equivalenti di idrazina idrata a T ambiente peri@m. La soluzione viene
concentrata e il dipeptide e precipitato con acdbapo filtrazione viene
anidrificato con HSQ, al 98% e in seguito ricristallizzato da MeOH(&t
Dopo purificazione tramite RP-HPLC e successivdilizaazione si sono
ottenuti 93.12 mg di Boc-Phe-PhegHN (0.218 mmol) pari a una resa del
99%.

Sintesi del frammento 7-10 (PPGF):

43.14 mg di H-Phe-OMeeHCI (0.2 mmol) sono sciotii THF a 0 °C. Si
aggiungono 2.@L di TEA (0.2 mmol) per deprotonare 'ammina e &gsito
54.46 mg di Boc-Gly-OSu (0.2 mmol) precedentememtparato. Si lascia
reagire a T ambiente per 24 h. La soluzione é eaed@@ olio, ripartita tra
AcOEt e acqua e lavorata come in precedenza. llEBomosso per trattamento
con una soluzione di TFA con 10% di anisolo pendf. Il peptide viene poi
precipitato con ED. Dopo purificazione si sono ottenuti 39.71 mgieGly-
Phe-OMe (0.168 mmol) pari a una resa dell'84%.

Il dipeptide Z-Pro-Pro-OH viene sintetizzato corhdipeptide 7-8 usato nella
preparazione del frammento 7-10 di Gly 6 ed e wraipne di quel prodotto.
20.70 mg di Z-Pro-Pro-OH (0.084 mmol) sono sciotth 19.85 mg di H-Gly-
Phe-OMe (0.084 mmol) in MeCN anidro a —10 °C. Sjiaggono 17.33 mg di
DCCI (0.084 mmol). La reazione decorre per 2 h &0e 1 giorno a T

ambiente. La soluzione e evaporata a olio e lasorame sopra. Il peptide e
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diviso in due porzioni uguali in quanto viene atziato anche per la sintesi di
Otta-Gly 9. Su una la rimozione del gruppo Z aveiemediante idrogenazione
in MeOH, a T ambiente e P atmosferica, in preseatizearbone palladiato
(10%). Si porta il pH a 5 con HCl in MeOH per faverla reazione.
L'andamento viene seguito mediante TLC. Il cataliae viene eliminato per
filtrazione e il filtrato viene concentrato e pmaitato con E{O. Dopo
purificazione si ottengono 29.71 mg di H-Pro-Prg-Bhe-OMe (0.069 mmol)

pari a una resa dell'82%.

Condensazione dei frammenti 5-6 e 7-10:

29.43 mg di Boc-Phe-Phe;N3 (0.069 mmol) vengono sciolti in DMF anidra
raffreddata a —15 °C. La soluzione viene trattata 4 equivalenti di HCI in
diossano e 8.3L di tert-butilnitrito. Dopo la formazione dell'azide, vecéta
tramite saggio apposito, la soluzione é raffreddat®0 °C e neutralizzata con
4 equivalenti di TEA. Si aggiunge quindi la solurmo di DMF anidra
preraffreddata contenente 29.71 mg di H-Pro-Profig-OMe (0.069 mmol).
Il pH viene aggiustato a 7.5-8 con TEA e vengongiagi 7.94 mg di HOSu
(1 eq) come catalizzatore. La reazione decorreofhga 4 °C e 1 giornoa T
ambiente. La soluzione viene poi evaporata a ¢i®wene ripartito tra AcCOEt
e acqua. La fase organica viene lavata consecutiven® volte con KHS(al
2%, 3 volte con N&O; 0.5 M, acqua e infine viene anidrificata con,8i@;.
La soluzione viene concentrata su rotavapor epgtige & precipitato con etere
di petrolio. Il precipitato viene poi sciolto in N e trattato con 20
equivalenti di idrazina idrata a T ambiente peri@m. La soluzione viene
concentrata e il peptide € precipitato con acquapdDfiltrazione viene
anidrificato con HSO, al 98% e in seguito ricristallizzato da MeOB(/Et In
seguito a purificazione in RP-HPLC si sono ottebdtl mg di Boc-Phe-Phe-
Pro-Pro-Gly-Phe-BH3; (0.065 mmol) pari a una resa del 94%.

Condensazione dei frammenti 5-10 e 1-4:

51.61 mg di Boc-Phe-Phe-Pro-Pro-Gly-Phgdi(0.065 mmol) sono sciolti in

DMF anidra a — 5 °C e trattati come sopra per feemtazide. Si aggiungono
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32.28 mg di H-Val-Pro-Pro-Ala-NHNH-Boc (0.065 mmal) soluzione di
DMF pre-raffreddata e si procede nelle stesse ewrdidella condensazione
tra 5-6 e 7-10. Alla fine il Boc viene rimosso pettamento con una soluzione
di TFA con 10% di anisolo per 90 min. Il peptidgp@ precipitato con EO.
Dopo purificazione si sono ottenuti 64.58 mg di keFPhe-Pro-Pro-Gly-Phe-
Val-Pro-Pro-Ala-NHs (0.061 mmol) pari a una resa del 94%.

Ciclizzazione:

Il peptide deprotetto viene sciolto in DMF ed esfeimato in azide cotert-
butilnitrito come sopra. La soluzione acida € edftata a —60 °C e diluita alla
concentrazione di 1 mM con DMF preraffreddata antgnuta in atmosfera di
azoto. Si aggiungono 5 equivalenti diHPO, e 1 equivalente di HOSu come
catalizzatore. La reazione procede 6 giorni a 4n°@mosfera di azoto. Poi il
solvente viene evaporato e il peptide & precipitato una soluzione al 10% di
AcOH. Infine viene purificato mediante RP-HPLC paegttiva. La resa della

reazione € quantitativa.
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Fig. 32. Cromatogramma analitico e spettro ESI-MGlg 9.
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4.1.4 Tyr 6 ¢(VPPAFYPPFF)

Sintesi del frammento 1-4 (VPPA):
Il tetrapeptide H-Val-Pro-Pro-Ala-NHNH-Boc viene ngtizzato come

riportato nella sintesi di Anta ed & una porzionguel prodotto.

Sintesi del frammento 5-6 (FY):

36.24 mg di Boc-Phe-OSu (0.1 mmol), precedentemamriearato, sono sciolti
in THF anidro a 0 °C. Si aggingono 23.17 mg di H-OMe+*HCI (0.1 mmol)
e 1.3uL di TEA (0.1 mmol) per deprotonare I'ammina. Lazi®ene decorre 24
h a T ambiente. La soluzione e evaporata a olipatita tra ACOEt e acqua
La fase organica viene lavata consecutivamentelt® eon KHSQ al 2%, 3
volte con NaCO; 0.5 M, acqua e infine viene anidrificata con,8i@;,. La
soluzione viene concentrata su rotavapor e il digep precipitato con etere
di petrolio. Successivamente viene sciolto in Me@Htrattato con 20
equivalenti di idrazina idrata a T ambiente peri@m. La soluzione viene
concentrata e il dipeptide & precipitato con acdbapo filtrazione viene
anidrificato con HSQ, al 98% e in seguito ricristallizzato da MeOH(/&t
Dopo purificazione tramite RP-HPLC e successivdilizaazione si sono
ottenuti 38.93 mg di Boc-Phe-Tyr:N3; (0.088 mmol) pari a una resa del
88%.

Sintesi del frammento 7-10 (PPFF):
Il tetrapeptide H-Pro-Pro-Phe-Phe-OMe viene sintetio come riportato nella

sintesi di Gly 6 ed e una porzione di quel prodotto

Condensazione dei frammenti 5-6 e 7-10:

38.93 mg di Boc-Phe-Tyr-i¥i; (0.088 mmol) sono fatti reagire con 45.83 mg
di H-Pro-Pro-Phe-Phe-OMe (0.088 mmol) in DMF anidral5 °C secondo le
modalita gia riportate sopra per il coupling viadaz Il peptide cosi ottenuto
viene trasformato in idrazide trattandolo con 20iegjenti di idrazina idrata in

MeOH a T ambiente per 6 giorni. La soluzione vieaacentrata e il peptide e
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precipitato con acqua. Dopo filtrazione viene afichto con BSO, al 98% e
in seguito ricristallizzato da MeOH/E2. In seguito a purificazione in RP-
HPLC si sono ottenuti 76.36 mg di Boc-Phe-Tyr-Pro-Phe-Phe-bH3 (0.082

mmol) pari a una resa del 93%.

Condensazione dei frammenti 5-10 e 1-4:

76.36 mg di Boc-Phe-Tyr-Pro-Pro-Phe-Phg4® (0.082 mmol) sono fatti
reagire in DMF anidra a =15 °C con 40.73 mg di H-Ne-Pro-Ala-NHNH-
Boc (0.082 mmol) nelle stesse condizioni gia rigtat Alla fine il Boc viene
rimosso per trattamento con una soluzione di TFA 0% di anisolo per 90
min. Il peptide é poi precipitato con Bt Dopo purificazione si sono ottenuti
94.47 mg di H-Phe-Tyr-Pro-Pro-Phe-Phe-Val-Pro-Pla:H3 (0.079 mmol)
pari a una resa del 96%.

Ciclizzazione:

Il peptide deprotetto viene sciolto in DMF ed éstemmato in azide cotert-
butilnitrito come sopra. La soluzione acida € edftata a —60 °C e diluita alla
concentrazione di 1 mM con DMF preraffreddata antginuta in atmosfera di
azoto. Si aggiungono 5 equivalenti diHPO, e 1 equivalente di HOSu come
catalizzatore. La reazione procede 6 giorni a 4n°@tmosfera di azoto. Poi il
solvente viene evaporato e il peptide e precipitato una soluzione al 10% di
AcOH. Infine viene purificato mediante RP-HPLC paegttiva. La resa della

reazione é quantitativa.
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Fig. 33. Cromatogramma analitico e spettro ESI-NM$yu 6.

4.1.5 Tyr 9 ¢(VPPAFFPPYF)

Sintesi del frammento 1-4 (VPPA):
Il tetrapeptide H-Val-Pro-Pro-Ala-NHNH-Boc viene ngtizzato come

riportato nella sintesi di Anta ed & una porzionguel prodotto.

Sintesi del frammento 5-6 (FF):
Il dipeptide Boc-Phe-Phe-N3 viene preparato come riportato nella sintesi del

frammento 5-6 del peptide Gly 9 ed e una porziargudl prodotto.

Sintesi del frammento 7-10 (PPYF):

43-14 mg di H-Phe-OMeeHCI (0.2 mmol) sono sciotii THF a 0 °C. Si
aggiungono 2.qL di TEA (0.2 mmol) per deprotonare 'ammina e egaito
75.68 mg di Boc-Tyr-OSu (0.2 mmol) precedentememtparato. Si lascia
reagire a T ambiente per 24 h. La soluzione € easpa@ olio, ripartita tra
AcOEt e acqua e lavorata come in precedenza. lleBomosso per trattamento
con una soluzione di TFA con 10% di anisolo pendA. Il peptide viene poi
precipitato con EO. Dopo purificazione si sono ottenuti 29.79 mdHdiyr-
Phe-OMe (0.087 mmol) pari a una resa dell'87%.

Il dipeptide Z-Pro-Pro-OH viene sintetizzato corhdipeptide 7-8 usato nella
preparazione del frammento 7-10 di Gly 6 ed e wraipne di quel prodotto.
21.44 mg di Z-Pro-Pro-OH (0.087 mmol) sono sciotth 29.79 mg di H-Tyr-
Phe-OMe (0.087 mmol) in MeCN anidro a —10 °C. Sjiaggono 17.95 mg di
DCCI (0.087 mmol). La reazione decorre per 2 h &0e 1 giorno a T
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ambiente. La soluzione e evaporata a olio e lamoratme sopra. Il peptide e
diviso in due porzioni uguali in quanto viene atziato anche per la sintesi di
Otta-Tyr 9. Su una parte la rimozione del gruppoawwiene mediante
idrogenazione in MeOH, a T ambiente e P atmosfemcpresenza di carbone
palladiato (10%). Si porta il pH a 5 con HCI in Md@er favorire la reazione.
L'andamento viene seguito mediante TLC. Il cataliae viene eliminato per
filtrazione e il filtrato viene concentrato e pngtato con EiO. Dopo
purificazione si ottengono 39.18 mg di H-Pro-Pra-Phe-OMe (0.073 mmol)
pari a una resa dell'84%.

Condensazione dei frammenti 5-6 e -7-10:

31.14 mg di Boc-Phe-Phe;N3; (0.073 mmol) sono fatti reagire con 39.18 mg
di H-Pro-Pro-Tyr-Phe-OMe (0.073 mmol) in DMF anigra-15 °C secondo le
modalita gia riportate sopra per il coupling viadaz Il peptide cosi ottenuto
viene trasformato in idrazide trattandolo con 20iegjenti di idrazina idrata in
MeOH a T ambiente per 6 giorni. La soluzione vieaacentrata e il peptide e
precipitato con acqua. Dopo filtrazione viene afichto con BSO, al 98% e

in seguito ricristallizzato da MeOH/E2. In seguito a purificazione in RP-
HPLC si sono ottenuti 57.35 mg di Boc-Phe-Phe-RmBr-Phe-NH3 (0.069

mmol) pari a una resa del 95%.

Condensazione dei frammenti 5-10 e 1-4:

57.35 mg di Boc-Phe-Phe-Pro-Pro-Tyr-PhgHdh (0.069 mmol) sono fatti
reagire in DMF anidra a =15 °C con 34.27 mg di H-Ne-Pro-Ala-NHNH-
Boc (0.069 mmol) nelle stesse condizioni gia rigtat Alla fine il Boc viene
rimosso per trattamento con una soluzione di TFA 0% di anisolo per 90
min. Il peptide € poi precipitato con,Bx. Dopo purificazione si sono ottenuti
76.60 mg di H-Phe-Phe-Pro-Pro-Tyr-Phe-Val-Pro-Pla¥:H3 (0.064 mmol)
pari a una resa del 93%.

Ciclizzazione:

Il peptide deprotetto viene sciolto in DMF ed esfeimato in azide cotert-

butilnitrito come sopra. La soluzione acida e edftata a —60 °C e diluita alla
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concentrazione di 1 mM con DMF preraffreddata antginuta in atmosfera di
azoto. Si aggiungono 5 equivalenti diHPO, e 1 equivalente di HOSu come
catalizzatore. La reazione procede 6 giorni a 4n°@tmosfera di azoto. Poi il
solvente viene evaporato e il peptide e precipitato una soluzione al 10% di
AcOH. Infine viene purificato mediante RP-HPLC paegtiva. La resa della

reazione é quantitativa.
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Fig. 34. Cromatogramma analitico e spettro ESI-M$yd 9.

4.1.6 Otta-Gly 9 c(VPPAPPGF)

Sintesi del frammento 1-4 (VPPA):
Il tetrapeptide H-Val-Pro-Pro-Ala-NHNH-Boc viene ngtizzato come
riportato nella sintesi di Anta ed € una porziongueel prodotto.

Il frammento 5-6 non & presente nella molecola
Sintesi del frammento 7-10 (PPGF):

Il tetrapeptide Z-Pro-Pro-Gly-Phe-OMe viene siredito come riportato nella
sintesi del peptide Gly 9 ed e una porzione di quetiotto. 33.45 mg (0.072
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mmol) di peptide cosi ottenuto sono trasformatidirazide trattandoli con 20
equivalenti di idrazina idrata in MeOH a T ambiepé 6 giorni. La soluzione
viene concentrata e il peptide e precipitato cajquac Dopo filtrazione viene
anidrificato con HSO, al 98% e in seguito ricristallizzato da MeOB(/&t In
seguito a purificazione in RP-HPLC si sono otter@di99 mg di Z-Pro-Pro-
Gly-Phe-NH3 (0.071 mmol) pari a una resa del 99%.

Condensazione dei frammenti 7-10 e 1-4:

32.99 mg di Z-Pro-Pro-Gly-Phe;N3 (0.071 mmol) sono fatti reagire in DMF
anidra a —15 °C con 35.26 mg di H-Val-Pro-Pro-AldMH-Boc (0.071
mmol) secondo le modalita gia riportate per il douypvia azide. La rimozione
del gruppo Z avviene mediante idrogenazione in Me@H ambiente e P
atmosferica, in presenza di carbone palladiato j1@#bporta il pH a 5 con
HCI in MeOH per favorire la reazione. L'andamentene seguito mediante
TLC. Il catalizzatore viene eliminato per filtran® e il filtrato viene
concentrato e precipitato con,@t La rimozione del gruppo Boc avviene per
trattamento con una soluzione di TFA con 10% dsaoi per 90 min. I
peptide € poi precipitato conEt. Dopo purificazione si ottengono 50.89 mg
di H-Pro-Pro-Gly-Phe-Val-Pro-Pro-Ala-N3; (0.064 mmol) pari a una resa del
90%.

Ciclizzazione:

Il peptide deprotetto viene sciolto in DMF ed esfeaimato in azide cotert-
butilnitrito come sopra. La soluzione acida e edftata a —60 °C e diluita alla
concentrazione di 1 mM con DMF preraffreddata anignuta in atmosfera di
azoto. Si aggiungono 5 equivalenti diHPO, e 1 equivalente di HOSu come
catalizzatore. La reazione procede 6 giorni a 4n°@mosfera di azoto. Poi il
solvente viene evaporato e il peptide e precipitato una soluzione al 10% di
AcOH. Infine viene purificato mediante RP-HPLC paegttiva. La resa della

reazione é quantitativa.
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Fig. 35. Cromatogramma analitico e spettro ESI-MOtth-Gly 9.

4.1.7 Otta-Tyr 9 c(VPPAPPYF)

Sintesi del frammento 1-4 (VPPA):
Il tetrapeptide H-Val-Pro-Pro-Ala-NHNH-Boc viene ngtizzato come
riportato nella sintesi di Anta ed € una porzionguel prodotto.

Il frammento 5-6 non & presente nella molecola

Sintesi del frammento 7-10 (PPYF):

Il tetrapeptide Z-Pro-Pro-Tyr-Phe-OMe viene siraedito come riportato nella
sintesi del peptide Tyr 9 ed & una porzione di quetotto. 44.45 mg (0.078
mmol) di peptide cosi ottenuto sono trasformatidirazide trattandoli con 20
equivalenti di idrazina idrata in MeOH a T ambiepéz 6 giorni. La soluzione
viene concentrata e il peptide e precipitato cajquac Dopo filtrazione viene
anidrificato con HSO, al 98% e in seguito ricristallizzato da MeOB(/Et In
seguito a purificazione in RP-HPLC si sono otted&i88 mg di Z-Pro-Pro-
Tyr-Phe-NHs; (0.077 mmol) pari a una resa del 99%.
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Condensazione dei frammenti 7-10 e 1-4:

43.88 mg di Z-Pro-Pro-Tyr-PhesN3 (0.077 mmol) sono fatti reagire in DMF
anidra a —15 °C con 38.24 mg di H-Val-Pro-Pro-AldMH-Boc (0.077
mmol) secondo le modalita gia riportate per il doypvia azide. La rimozione
del gruppo Z avviene mediante idrogenazione in Me@H ambiente e P
atmosferica, in presenza di carbone palladiato J1@ioporta il pH a 5 con
HCI in MeOH per favorire la reazione. L'andamentene seguito mediante
TLC. Il catalizzatore viene eliminato per filtran® e il filtrato viene
concentrato e precipitato con,@t La rimozione del gruppo Boc avviene per
trattamento con una soluzione di TFA con 10% dsaloi per 90 min. I
peptide € poi precipitato conEt. Dopo purificazione si ottengono 63.99 mg
di H-Pro-Pro-Tyr-Phe-Val-Pro-Pro-Ala-N3; (0.071 mmol) pari a una resa del
92%.

Ciclizzazione:

Il peptide deprotetto viene sciolto in DMF ed esfeaimato in azide cotert-
butilnitrito come sopra. La soluzione acida € edftata a —60 °C e diluita alla
concentrazione di 1 mM con DMF preraffreddata antginuta in atmosfera di
azoto. Si aggiungono 5 equivalenti diHPO, e 1 equivalente di HOSu come
catalizzatore. La reazione procede 6 giorni a 4n°@tmosfera di azoto. Poi il
solvente viene evaporato e il peptide & precipitato una soluzione al 10% di
AcOH. Infine viene purificato mediante RP-HPLC paegttiva. La resa della

reazione € quantitativa.
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Fig. 36. Cromatogramma analitico e spettro ESI-MOtth-Tyr 9.
4.2 SAGGI BIOLOGICI

Al fine di valutare I'attivita biologica dell’Antaamide e dei suoi derivati sono
stati condotti degli esperimenti su cellule e sutogondri isolati. Gl
esperimenti sono stati eseguiti da Dott. Luca Aimzpiesso il Dipartimento di

Scienze Biomediche Sperimentali dell’'Universit®ddova.

4.2.1 Calcium Retention Capacity (CRC)

Questo saggio e stato condotto per valutare I'apedel MPTP in mitocondri
isolati, o in cellule permeabilizzate, misurandoflizorescenza della sonda
Calcium Green-5NA¢gxe 505 nm;kens 535 NM) in seguito ad aggiunte costanti
di C&*, a 25 °C, in una soluzione 130 mM di KCI, 10 mMsIMOPS, 10 mM
Tris’'EGTA. L'analisi inizia aggiungendo aliquote @&*. Tutte determinano
un incremento della fluorescenza di Calcium Grelnehe aumenta in seguito
alla formazione di un complesso con il catione;fllaorescenza tuttavia
diminuisce subito in quanto il mitocondrio inizd importare il C&. Quando
tutto il C&£* & stato importato si procede a un’altra aggiumgaesta procedura
e ripetuta fino a che non vi € un improvviso auroedella fluorescenza
corrispondente all'apertura del MPTP con rilasaiindi di C&* nell’lambiente
extramitocondriale. Stimoli che favoriscono l'apea del poro quindi

riducono la CRC, mentre gli inibitori, come la Cd&aumentano.
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Fig. 37. Esempio dell’azione di un inibitore o di imduttore sulla CRC.

Come controlli si usano il Rosso di Rutenio perbim@ selettivamente
I'importo mitodondriale di C& e I'Alameticina per permeabilizzare tutte le
membrane in modo da avere il rilascio di’Cala tutti i compartimenti
cellulari. La fluorescenza di Calcium Green-5N atastmisurata mediante
spettrofluorimetro PerkinElmer Life Sciences LS50B.

| test sono stati effettuati con cellule murinedmvype permeabilizzate e con
fibroblasti CypD knock-out energizzati al complessocon succinato in
presenza di rotenone e con una concentrazione ldnibfato inorganico. Il
Cd" viene aggiunto a intervalli di 2 min a una concazibne 5uM. Il saggio

viene effettuato anche con CsA come controllo pasit
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Fig. 38. Effetto di Anta e CsA su CRC.
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Come nel caso della CsA, quando I'esperimento vedfegtuato in presenza di
Antamanide &M si ha un apprezzabile incremento della CRC mtsunalle
cellule wild type, ma non in quelle CypD knock-olon si manifesta
un’azione additiva significativa se i peptidi vemgotestati insieme su cellule
wild-type. Nei fibroblasti CypD knock-out non vi desensibilizzazione del
poro causata da CsA o Anta; ci0 suggerisce che abb@ano lo stesso
meccanismo d’azione sul poro, che richiede un'agieme con CypD.
Quest’ipotesi € stata ulteriormente confermatateip#o i test su mitocondri
isolati dello stesso topo e su mitocondri di celltdleLa, come rappresentative
del modello umano. | mitocondri isolati vengonditiati esclusivamente per
la qualita dell’analisi. | saggi effettuati sui dexti dell’Antamanide hanno dato

tutti esito negativo.

a. wild-type fibroblasts b. CyP-D knock-out fibroblasts c.HelLa

CRC/CRC,

X X X < o S IS Ay
69 °W§“‘v§%§ Fo *5? co§ c?g : m§v§%§ Gg%§ tc’@ z§ 69 wgv‘? o Tt O
PLEL & g LEL & T LEE & Tg
e F 5 Yy X < ¥TY Y ¥ s
&5 ¥ & ¥ & ¥

Fig. 39. Effetto sulla CRC di Anta, CsA e X (inimie del poro CypD-
indipendente).
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Fig. 40. Effetto sulla CRC di Anta e dei suoi dativ

4.2.2 Studi di depolarizzazione e morte cellulare

Le cellule, normalmente 50000, vengono poste svetnno e lasciate crescere
nel loro ambiente per 2 giorni. | vetrini sono Biezati mediante esposizione
ai raggi UV per 1 h prima di osservare le celllle@ misura di depolarizzazione
mitocondriale si basa sullaccumulo di tetrametidammina metil estere
(TMRM), sonda che si accumula nei mitocondri palzati, in presenza di CsH
4 uM che inibisce la glicoproteina P, proteina di meama implicata nella
multi-drug resistance, ma non il MPTP. Le sostasi@estudiare che vengono
aggiunte sono anch’esse introdotte nelllambienteadfiura. La misura della
fluorescenza di TMRM Xexe 268 nm; Aery 585 nm) viene effettuata a
temperatura ambiente con un microscopio OlympusLiXb1 equipaggiato
con una fotocamera digitale. La sequenza di immaljgitali € acquisita ogni
2 min, con un tempo di esposizione di 25 ms. L'agta di inibitori, o altre
sostanze, viene effettuata tra un’acquisizione altrdd direttamente
nellambiente cellulare senza mai eccedere I'1% w@dlime di incubazione.
Alla fine di tutti gli esperimenti i mitocondri sorcompletamente depolarizzati
mediante aggiunta di FCCR.#.
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Fig. 41. Effetto di Anta e CsA sulla depolarizzamanitocondriale indotta da
Clotrimazolo. Le cellule con i mitocondri polarizza depolarizzati sono

indicate rispettivamente in rosso e in grigio.

L’apertura del poro viene osservata indirettamemtenque, attraverso la
depolarizzazione mitocondriale e la risultante duzione di fluorescenza di
TMRM. Dato che I'apertura del poro e I'evento cldanella via apoptotica,
sono stati condotti anche test di morte cellulave Propidio ioduro, che in
seguito a permeabilizzazione della membrana, dapmadrte, € in grado di
penetrare la cellula.

L’Antamanide e i suoi derivati sono stati studizgando Clotrimazolo e TAT-
HK (non mostrato) come induttori del MPTP e di meortellulare. I
Clotrimazolo € in grado di staccare HK Il dal miadrio in molti modelli di
cellule animali, come Hela e Jurkat, inducendo m@®n un meccanismo
MPTP-dipendente. Il meccanismo di azione sul p@wlta ancora non chiaro,
anche se & noto che inibisce la respirazione e mtanteptake di C&, fattori
che favoriscono I'apertura del MPTP. Le stesse idenazioni inerenti alla
morte cellulare valgono anche per TAT-HK. Gli stsdno effettuati anche su
CsA. Come controllo positivo si usa FCCP per la aolejzzazione e

Digitonina per la morte.
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Basal Clotrimazole Digitonin
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Fig. 42. Effetto di Anta e CsA sulla morte cell@andotta da Clotrimazolo.

Gli esperimenti sono stati condotti su cellule Helhwee. Il Clotrimazolo induce
depolarizzazione mitocondriale e morte cellulareeattambi gli eventi sono
antagonizzati sia dalla CsA che dall’Anta.

Alla luce di questi risultati possiamo affermaree chAntamanide inibisce
I'apertura del poro di transizione mitocondrialelee questa azione si esplica
attraverso l'interazione con la ciclofilina D. Itianon vi & alcun effetto su
cellule CypD knock-out, non c’e un effetto additivon la Ciclosporina A ma
questo effetto si manifesta con inibitori del paron meccanismo CypD-
indipendente. Inoltre I’Antamanide protegge dallaepalarizzazione
mitocondriale e dalla morte cellulare. Si puo iefishedurre che i residui di Phe
in posizione 6 e 9 siano fondamentali per I'atéibiologica.

Il prossimo passo € stato quello di ottenere ppressione la ciclofilina D
marcata af°N con lo scopo di effettuare, mediante NMR, stuidaffinita e
ottenere informazioni strutturali importanti per tgo progettare e quindi

sintetizzare derivati piu attivi e che non risultimmunosoppressori.
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4.3 ESPRESSIONE DI Cyp-D

La sequenza amminoacidica della Cyp-D clonata fespilessione e la

seguente:

10 20 30 40 50 60
HHHHHHSSGL VPRGSHMLAL RCGSRWLGLL SVPRSVPLRL PAARACSKGS GDPSSSSSSG

70 80 90 100 110 120
NPLVYLDVDA NGKFLGRVVL ELEKADVVFKT AENFRALCTG EKGFGYKGST FHRVIPSFMC

130 140 150 160 170 180
QAGDFTNHENG TGGEKSIYGSR FPDENFTLEH VGPGVLSMAN AGPNTNGSQF FICTIKTDWL

190 200 210 220
DGEKHEVVFGHV KEGMDVVEEKI ESFGSKSGRT SKKIVITDCG QLS

Fig. 43. Sequenza amminoacidica della CypD. Theaigdl/Mw: 9.58 /
23841.17

| residui 1-16 rappresentano I'His-tag, composto6dalis e un linker che
costituisce il sito di riconoscimento per I'enzimsato per la rimozione del tag
stesso. La proteina presenta inoltre la sequentacomdriotropica con cui
viene biosintetizzata nel citosol e che viene risaosina volta giunta nella
matrice mitocondriale.

Una volta ottenuto il plasmide, gentilmente forrdimla Dr.ssa Isabella Tessari
del laboratorio del Prof. Luigi Bubacco, del Dipam¢nto di Biologia, la prima
operazione e stata quella di mettere a punto umoqbo di espressione
efficiente.

La crescita delle cellule é stata condotta poneadane colonie di batteri
trasformati con pET28a(+) in LB a 37 °C, in presendell'antibiotico
kanamicina 5qug/mL. La coltura & stata poi divisa in tre partr pestare varie
concentrazioni di induttore. L'espressione proteéicdata indotta introducendo
IPTG ad una concentrazione pari a 0.25 mM nel prgarmpione, 0.5 mM nel
secondo e 1 mM nel terzo, in seguito al raggiungimeli un ORg, = 0.6. Il
sistema é stato mantenuto in queste condizionulperiori tre ore, dopodiché
il materiale cellulare & stato isolato per cengé&mione (5000 rpm per 25 min a

4 °C). Il pellet e stato risospeso in tampone fiostz0 mM pH 6.5, 100 mM

98



Risultati e Discussione

NaCl, 4 mM DTT e sottoposto a sonicazione. Dopdrdegazione del lisato

batterico, pellet e surnatante sono stati isolato®eo stati raccolti i campioni

per determinare le condizioni di espressione ottinma seguito ad analisi

elettroforetica SDS-PAGE. La composizione del glal geguente:

Stacking
Gl percentage (%) | 5
40 % Polyacrytamide (mL) |T
1M Tris(pHE 2 %m0 |T
10°% Ammonium persulfate (mL) 004
0% 505 (mL) 0 04
TEMED (m L) 0 004
H.0 {mLi 82

REE

Tatal walume (mL)

Separating

Gel percentage (%) | 12

40% Polyacrdamide (m L) IT

1 5hd Tris(p HE 23(mL) IT
10% Ammonium persulfate (mlL) 0.06
10% 505 (ml) 0.0
TEMED L) m
H.0 (mL) IW
Total wolume (m L) IB—

Fig. 44. Composizione del gel per la SDS-PAGE.

IPTG 0.25 M IPTG 0.5 M IPTG 1 M
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e : 97 kDa
o - W e6kDa
o ~ : B o s5KDa
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e - —-—_. -
( _ 20 kDa

Fig. 45. SDS-PAGE relativo alle prove di induziaheCypD.

I campioni vengono raccolti ogni ora, per tre aaepartire dall'induzione.

Vengono raccolti tre campioni per ognuna delledingerse concentrazioni di
IPTG. L'assegnazione dei pozzetti &€ la seguent2:31lPTG 0.25 M; 4-5-6
IPTG 0.5 M; 7-8-9 IPTG 1 M; 10 Standard.
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| risultati mostrano che I'espressione non é paldictnente influenzata dalla
concentrazione di induttore e che la proteina rewta pellet, in corpi di
inclusione, come confermato successivamente dall&n elettroforetica
effettuata su entrambe le frazioni, solubile e lsike, nelle medesime

condizioni sopra riportate.

St P S P S P S

66 kDa
45 kDa

30 kDa |!
20 kDa

Fig. 46. SDS-PAGE (P: pellet; S: surnatante; $ndard).

Alla luce di questi risultati abbiamo ripetuto I@essione con una
concentrazione di IPTG pari a 0.25 mM. Abbiamo pavato a purificare la
proteina mediante denaturazione e refolding. Doponicazione e

centrifugazione il pellet & stato risospeso in 10 dn tampone Tris/HCI 50

mM pH 8.5, EDTA 5 mM, mercaptoetanolo 100 mM, uteldl e lasciato sotto
agitazione per 3 h. Questa operazione avrebbe dgvorttare in soluzione
buona parte dei contaminanti e lasciare pressocdadterati i corpi di

inclusione.

Dopo centrifugazione, pellet e surnatante sono staiarati. Sono stati raccolti
dei campioni per la SDS-PAGE e il pellet e stagpspeso in 10 mL dello
stesso tampone con una concentrazione di urea 3aBc@to sotto agitazione
per 3 h. Infine la soluzione é stata dializzatatmotampone privo di urea per
24 h. Dopo centrifugazione e filtrazione é statdetefata un’analisi

elettroforetica.
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Fig. 47. SDS-PAGE di CypD dopo dialisi. P: Pellet;Surnatante; 1: Urea 1
M; 8: Urea 8 M; R: Refolded; St.: Standard.

| risultati mostrano come la procedura non siaceffite in quanto la proteina
risulta contaminata da altre specie. Alla luce @i €& stato eseguito uno
screening di urea per valutare quale fosse la cdra@one massima
utilizzabile per eliminare i contaminanti lasciandb contempo i corpi di
inclusione pressoché inalterati. Lo scopo di quegiarazione & quello di
ottenere corpi di inclusione con un elevato gradoutlezza, in maniera tale da
semplificare le operazioni sia di purificazione chreparticolare, di refolding,
In quanto come spiegato in precedenza, la presénzantaminanti risulta
essere particolarmente sfavorevole durante il ggmeento della proteina per
assumere la configurazione nativa.

A questo scopo, dunque, dopo sonicazione e cegddfane il pellet € stato
risospeso in 5 mL di tampone Tris/fHClI 50 mM pH 8S8EDTA 5 mM,
mercaptoetanolo 100 mM, urea 1 M e lasciato s@i@mzone per 30 min a 4
°C. Sono stati raccolti 40L per 'SDS-PAGE che in seguito a centrifugazione
sono stati separati in surnatante e pellet. Allazone di urea 1 M sono stati
aggiunti quindi 833uL di tampone Tris/HCI 50 mM pH 8.5, EDTA 5 mM,
mercaptoetanolo 100 mM, urea 8 M, ottenendo unaargrazione di urea pari
a 2 M. La soluzione é stata lasciata sotto agiteziper 30 min e sono stati
raccolti 40uL di campione per il gel elettroforetico. Le opecad sono state

ripetute fino ad arrivare ad una concentraziongred 6 M.
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[urea] Vurea8 M (mL) V tot (mL)

1 0 5

2 0.83 5.83
3 1.17 7

4 1.75 8.75
5 2.9 11.65
6 5.8 17.47

L’analisi elettroforetica e stata effettuata nefteedesime condizioni sopra
riportate.

1M 2M 3M 4 M 5M 6 M
st P S P S P S st P S P S P S

66 kDa
45 kDa

30 kDa

20 kDa -

Fig. 48. SDS-PAGE di CypD a diverse concentrazibhirea.

| risultati mostrano come, all’aumentare della @ntcazione di urea, vi sia una
netta scomparsa delle bande corrispondenti ai congnti a basso peso
molecolare e una diminuzione dell'intensita di dei@d alto peso molecolare.
Alla luce di questi risultati quindi € stata adtdtéa seguente strategia per le
successive espressioni:

SONICAZIONE

!

CENTRIFUGAZIONE

!

SOSPENSIONE IN UREA 6 M

!

CENTRIFUGAZIONE

!

SOSPENSIONE IN UREA 8 M
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Questa metodica permette di ottenere corpi di sichi con un elevatissimo
grado di purezza come dimostra il seguente gel:

Fig. 49. SDS-PAGE di CypD. Cerchiata la banda nsadlla proteina.

4.4 REFOLDING di CypD

Una volta ottimizzata la strategia di espressiorg® purificazione sono state
testate varie metodiche per tentare di far ripiegarrettamente la proteina. In
particolare :

1. dialisi

2. diluizione

3. IMAC
4.4.1 Dialisi
La dialisi € stata effettuata sostanzialmente mna2li: lineare, ovvero mettendo
direttamente il tubo da dialisi in tampone privoulea, e a step, abbassando
gradualmente la concentrazione di urea nell’ambiergterno al dializzato.
Dopo sonicazione e centrifugazione il pellet & cstasospeso in 5 mL di
tampone Tris/HCI 50 mM pH 8.5, NaCl 500 mM, mercapanolo 100 mM,
urea 6 M e lasciato sotto agitazione per 30 min ‘€ 4Successivamente la
soluzione é stata sottoposta nuovamente a cerdrifoige. Il surnatante é stato
eliminato e il pellet risospeso in 5 mL di tampohes/HCI 50 mM pH 8.5,
NaCl 500 mM, mercaptoetanolo 100 mM, urea 8 M eidds sotto agitazione
a 4 °C fino a completa dissoluzione. La soluzioos ottenuta e stata trasferita
in un tubo da dialisi con cut off di 8000 kDa préestemente sterilizzato
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previa bollitura in acqua deionizzata. Dopo ac@uiusura il tubo e stato
quindi introdotto in un beaker contenente nel cdaslta dialisi lineare 250 mL
di tampone Tris/HCI 50 mM pH 8.5, NaCl 500 mM, nagtoetanolo 1 mM,
nel caso della dialisi a step 250 mL di tampons/RCI 50 mM pH 8.5, NaCl
500 mM, mercaptoetanolo 1 mM, urea 7 M. Il tuttetéto posto sotto lenta e
costante agitazione alla temperatura di 4° C. ldebalella dialisi a step ogni
24 h si e provveduto ad abbassare la concentraziongea diluendo con
tampone Tris/HCI 50 mM pH 8.5, NaCl 500 mM, mercapanolo 1 mM,
passando a 6 M, poi a5 M e cosi via fino a ridprizssima allo 0 M. A questo
punto & stato sostituito il tampone con dell’afnesco e si € proceduti per altre
24 h. Nel caso della dialisi lineare e stato sidfite cambiare frequentemente
il tampone con dell’altro fresco.

Entrambe le metodiche hanno portato alla formazaraggregati proteici con
conseguente precipitazione di CypD all'interno tdéddo. Comunque é stato
possibile ottenere un modesta quantita di campiche, in seguito e stato

caratterizzato mediante CD e NMR (nel caso dellbgima marcata).

4.4.2 Diluizione

Anche la diluizione é stata effettuata secondordaodalita: rapida e lenta (cosi
definite esclusivamente in relazione alla velocitén cui tutto il campione é
diluito). Per la diluizione rapida in seguito a m@zione e centrifugazione il
pellet & stato risospeso in 5 mL di tampone Trid/B@mMM pH 8.5, NaCl 500
mM, mercaptoetanolo 100 mM, urea 6 M e lasciattosagitazione per 30 min
a 4 °C. Successivamente la soluzione e stata sst'pnuovamente a
centrifugazione. Il surnatante e stato eliminaibpellet risospeso in 1 mL di
tampone Tris/HCI 50 mM pH 8, NaCl 500 mM, mercapdoelo 100 mM,
urea 8 M e lasciato sotto agitazione a 4 °C finmmpleta dissoluzione. La
soluzione cosi ottenuta é stata poi versata inmD@i tampone Tris/HCI 50
mM pH 8, NaCl 500 mM, mercaptoetanolo 1 mM, sotigitezione e
raffreddato alla temperatura di 4 °C.

Per la diluizione lenta invece dopo sospensiorienmlL di tampone con urea 8

M, la soluzione e stata fatta gocciolare, tramitdilizzo di una pompa
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peristaltica, in 100 mL di tampone Tris/HCI 50 np¥ 8, NaCl 500 mM,
mercaptoetanolo 1 mM, sotto agitazione e raffrealdda temperatura di 4 °C.
Alla fine, per entrambe le procedure, la soluziegnestata caricata in una
colonna IMAC, sempre con l'ausilio di una pompaigtettica, in modo tale da
concentrare la proteina che infine é stata spiaztaita colonna di affinita con
una soluzione di tampone Tris/HCI 50 mM, pH 8, metoetanolo 1 mM,
imidazolo 500 mM.

Entrambe le procedure si sono rivelate pero mabmgenienti, sia per i tempi
lunghi che per la resa. La difficolta di CypD adeg alla IMAC combinata
con la bassa concentrazione che deriva dalla nostostessa, rende molto

difficile il recupero della proteina.

4.4.3 Column refolding
La metodica che piu si e rivelata soddisfacentetagasinvece il column
refolding. In generale essa prevede:

1. la denaturazione della proteina

2. l'ancoraggio di questa ad una colonna di affinMBAIC tramite FPLC

3. il refolding in colonna mediante eluizione con geamde inverso di

denaturante

4. lo spiazzamento della proteina con imidazolo
Sono state effettuate diverse prove in diverse ietnd sperimentali variando
parametri come la temperatura, il pH, il tipo dndtirante e in particolare la
forza ionica dei tamponi.

| dettagli sono riportati nel paragrafo successngieme agli spettri CD.

4.5 ANALISI STRUTTURALI

Tutti gli spettri CD e NMR di CypD sono effettuati tampone fosfato 20 mM,

pH 6.8, NaCl 100 mM a 25 °C. Per il CD e stataiz#dta una cuvetta da 0.1

mm.
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4.5.1 Dialisi
Lo spettro CD ottenuto dal campione sottopostof@dieg mediante dialisi a

step € il seguente:

0 —

L /
Mol. cD 49| | e

80 \ \
195 220 240 260

Wavelenathlnm]

Fig. 50. Spettro CD di CypD sottoposta a dialisi.

Analizzando lo spettro e confrontandolo con i patteroteici standard e
possibile intuire che la proteina presenta dellel@ste componenti di-elica
miste a porzioni di random-coil. Dato che il campaoderiva dalla dialisi di
CypD marcata aN su di esso & stato eseguito anche un esperirSc.
Come si pud notare non vi € una grande dispergiefie risonanze. Tutti i
protoni ammidici del backbone risuonano in un wado ristretto compreso tra
8.4 e 7.7 ppm. Questo comportamento € caratteridtiproteine che non sono
strutturate. La presenza infatti di una strutturacomdaria influenza
notevolmente I'intorno chimico dei nuclei sensilmbn I'effetto di avere una

distribuzione delle risonanze in un intervallo ghpmaggiore.
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Fig. 51. Spettro HSQC di CypD sottoposta a dialisi.

4.5.2 Column refolding
Come gia accennato questa metodica € stata eftetttdizzando diversi
tamponi. Di seguito sono riportate le condiziowjliespettri ottenuti nei diversi
casi.
Un primo tentativo € stato effettuato in questedizioni:
e Caricamento in colonna con tampone Tris/HCI 20 mpM,8, NaCl 100
mM, mercaptoetanolo 1 mM, guanidinio cloruro 6 M.
e Eluizione con tampone Tris/HCI 20 mM, pH 8, NaCl01tnM,
mercaptoetanolo 1 mM, urea 6 M.
* Gradiente di urea 8 M da 100% a 0% in 2 h, flusSaniL/min.
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Fig. 52. Spettro CD di CypD dopo column refolding.

Lo spettro CD ottenuto, mostrato qui sopra, noualtasessere molto diverso da
quello ottenuto con la dialisi. L'operazione e duadstata ripetuta utilizzando
solo urea come agente denaturante:
e Caricamento in colonna con tampone Tris/HCI 20 mM,8, NaCl 100
mM, mercaptoetanolo 1 mM, urea 8 M.
e Eluizione con tampone Tris/HCI 20 mM, pH 8, NaCl01tnM,
mercaptoetanolo 1 mM, urea 8 M.
» Gradiente di urea da 100% a 0% in 2 h, flusso Q.6mim.

Lo spettro ottenuto e il seguente:

a0 ' 1 ' 1 '
195 220 240 260

Wavelength[nm]

Fig. 53. Spettro CD di CypD dopo column refoldingpresenza di sola urea.
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Il cambio di denaturante non & sembrato dunquereesefiuente. Migliori

risultati invece sono stati ottenuti variando laz#f ionica, aumentando la
concentrazione di NaCl da 100 mM a 500 mM:

Caricamento in colonna con tampone Tris/HCI 20 mM,8, NaCl 500
mM, mercaptoetanolo 1 mM, urea 8 M.

Eluizione con tampone Tris/HCI 20 mM, pH 8, NaCl056nM,
mercaptoetanolo 1 mM, urea 8 M.

Gradiente di urea da 100% a 0% in 2 h, flusso Q.Bmm.

Lo spettro ottenuto e il seguente:

10

50— s | s | s
195 220 240 260

YWavelength[nm]

Fig. 54. Spettro CD di CypD dopo column refoldimpdNaCl 0.5 M.

:gione

intorno ai 220 nm, caratteristica di una struttioae ado-elica. Ancora piu

interessante e stato il risultato ottenuto aggindge2 amminoacidi, L-Gly e L-

Arg, noti in letteratura per inibire 'aggregaziopeoteica nelle operazioni di

refolding:

Caricamento in colonna con tampone Tris/HCI 20 mM,8, NaCl 500
mM, mercaptoetanolo 1 mM, urea 8 M, L-Gly 500 mMALg 500
mM.

Eluizione con tampone Tris/HCI 20 mM, pH 8, NaCl056nM,
mercaptoetanolo 1 mM, urea 8 M, L-Gly 500 mM, L-AQ0 mM.
Gradiente di urea da 100% a 0% in 2 h, flusso Q.6mm.

Lo spettro ottenuto e il seguente:
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Fig. 55. Spettro CD di CypD dopo column refoldingresenza di
Arg e Gly 0.5 M.

Purtroppo il campione non era marcatd™l e non & dunque stato possibile
effettuare un HSQC.

4.6 CARATTERIZZAZIONE Anta

Alla luce dei risultati ottenuti dai saggi biologi@anche Anta €& stata
caratterizzata mediante NMR con lo scopo di otergeziose informazioni
circa l'interazione con CypD. Vista I'idrofobiciidi Anta, gli esperimenti sono
stati effettuati in CECN, ad una concentrazione di Anta 4 mM. Essendo
inoltre CD;CN miscibile con l'acqua, e stato scelto in vistaeffettuare

titolazioni con la CypD. Lo spettro monodimensianalil seguente:

Fig. 56. Spettro NMR monodimensionale di Anta.
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Data la elevata sovrapposizione dei segnali riglili@ifficile assegnazione. A
guesto scopo sono dunque stati effettuati gli esyeti bidimensionali COSY,
TOCSY e ROESY.
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Fig. 58. Spettro TOCSY di Anta.

111



Risultati e Discussione

fic HE 6

i ks

(AT
”D_;lr.
B

S e e
(G o2

;3.0
;3.2
;3_4
;15
;3.3
;4_0

4.2

4.4
Fa.6

a8

3.0

T
8.0

T
7B

T
7.6

T T
7.2 7.0

Fig. 59. Spettro ROESY di Anta. Cerchiati in rogicaccoppiamenti dipolari.

L’assegnazione di questi ha permesso di ricavam rmativa facilita i

chemical shift protonici di Anta che sono qui ritadr.

NH
Vall  6.999
Pro 2 -
Pro 3 -
Ala4  7.909
Phe5  7.273
Phe6  7.372
Pro 7 -
Pro 8 -
Phe9  7.492
Phe 10 7.440

Hory
4.555
3.416
4.229
4.236

3.958
4.633

3.756

4.090
4.434
3.726

Hp Hp Hy
1956 - 0.982
1645 1.840 0.893
1.848 1.653 1.031
1.031 - -
3.136 2.848 -
3.136 2921 -
2.135 1975 1.690
1.842 2.062 1.484
3.149 - .
3.160 - -
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2.243
2.239

3.608
2.893

Fig. 60. Chemical shift protonici di Anta.
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Conclusioni

Conclusioni

In questo lavoro sono stati ottenuti per sintegnata in soluzione sette peptidi
ciclici: 'Anta e sei suoi derivati. In quattro djuesti le Phe 6 e 9 dell’Anta
sono state sostituite alternativamente con resiiusly e Tyr per ottenere
quindi i ciclopeptidi Gly6, Gly9, Tyr6 e Tyr9. Géltri due derivati, Otta-Gly9
e Otta-Tyr9, oltre alla sostituzione della Phe 9 cBly e Tyr, sono
caratterizzati dall'assenza delle Phe 5 e 6. Quastecole sono state testate in
vitro con cellule e mitocondri isolati per valutaie loro capacita di inibire
I'MPTP e in particolare di interagire con la Cyplsaggi biologici dimostrano
che I'Anta inibisce I'apertura del poro di transize mitocondriale e che questa
azione si esplica attraverso l'interazione conitdo@ilina D. Infatti non vi e
alcun effetto su cellule CypD knock-out e non cie effetto additivo con la
CsA, effetto che invece si manifesta con inibitdel poro con meccanismo
CypD-indipendente. Inoltre [I'Anta protegge dalla pdkRrizzazione
mitocondriale e dalla morte cellulare. Tutti i dexti sintetizzati non
manifestano alcuna azione biologica. Si puo quilediurre che i residui di Phe
in posizione 6 e 9 siano fondamentali per I'atéviiiologica. Infine si puo
anche dedurre che il sito di legame dellAnta dadé€lsA sulla CypD sia il
medesimo. Questo pero deve essere dimostrato nedidR, come previsto
dal progetto alla base di questo lavoro. Primo passso questo obiettivo e
I'ottenimento della CypD marcataN.

L’espressione di CypD i&. coli non ha presentato alcuna difficolta, . mentre
il fatto che essa vada in corpi di inclusione hsoréaboriosa e rallentato la
purificazione della proteina. Tuttavia la metodiéa stata ottimizzata e
attraverso una serie di passaggi mirati all’ottemto di corpi di inclusione
privi di contaminanti, & stato possibile otteneremitativi soddisfacenti di
proteina con un elevato grado di purezza.

La problematica piu difficile da affrontare si &eiata essere il refolding. Ad
0ggi centinaia di costrutti vengono abbandonatcip@inon si € in grado di far
assumere alla proteina una struttura terziaria.ttérdmento di questa e
fondamentale per poterne studiare il comportamefdda funzione biologica.
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Le tecniche classiche, come la dialisi e la diluig, testate nel presente lavoro
non si sono rivelate efficaci. Risultati apprezialsi sono ottenuti invece con
il column refolding. Diverse sono state le condizim cui € stato effettuato e
dai risultati si evince che un fattore molto impoite risulta essere la forza
ionica del tampone. In particolare la presenzagiind antiaggreganti. Per
macromolecole di queste dimensioni I'aggregazionanéfenomeno molto
frequente cui al momento non siamo riusciti a famfe completamente.
Infatti, la proteina ottenuta e stata sottopostai@dnalisi strutturale mediante
CD e HSQC che ha confermato come in tutte le coowlizestate questa risulti
non essere adeguatamente strutturata.

Per il futuro e auspicabile ottenere per clonazian@ypD priva della sequenza
mitocondriotropica, in modo da ridurre notevolmeitiltenumero di residui
amminoacidi, cosi da aumentare le possibilita dicometto folding e, al
contempo, diminuire invece la probabilita di aggEgne. In aggiunta anche
I'utilizzo di tecniche alternative come, ad esempliorefolding mediato dal

polietilenglicole (PEG) potrebbe rivelarsi utile.
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Codici di abbreviazione a tre e ad una lettera pegli
amminoacidi proteinogenici

Nome Codice a tre lettere Codice ad una lettera

Acido aspartico Asp D
Acido glutammico Glu E
Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Cisteina Cys C
Fenilalanina Phe F
Glicina Gly G
Glutammica Gln Q
Isoleucina lle |

Istidina His H
Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M
Prolina Pro P
Serina Ser S

Tirosina Tyr Y
Treonina Thr T
Triptofano Trp W
Valina Val \Y

[UPAC-IUB Commission, Eur. J. Biochem., 1994, 138, 9-37.
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Formule di struttura

Cd*-Green 5N GsH26CKgN4O15; MM 1192.19 g/mol

Clotrimazolo GsH40N20g; MM 548.63 g/mol

1

Digitonina  GgHg2029; MM 1229.31 g/mol

Cl

Xyl-Gle-Gal
Gle-Gal
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Propidio ioduro G7H3412N4; MM 668.39 g/mol

Rotenone @3H2,06; MM 394.41 g/mol

} I | 1Y
o -0~ ©
L
e g . R
~| HI')
HIC'D' Ny
OCH,
TMRM C25H25CIN2O7; MM 500.93 g/mol
N 0.~ rL'i%{ clo,
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131

Appendice



