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Summary

Three main projects were carried out in the timenspf my doctorate. Two of
them consist in the identification of enzymes neaggto perform mid- or final
steps in drugs preparation; the third is relatedetmombinant human tyrosinase
expression, partial purification and characteraati

In collaboration with Fabbrica Italiana Sinteti¢tl$), a critical step in the
synthesis of a Moxifloxacin building block has beeentified. An alternative
enzymatic route is proposed that allows the reswiudf a dicarboxylic esters
racemic mixture. To this aim an enzyme that selebtihydrolyse one of the two
enantiomers was searched. More precisely we airoedseé this enzyme to
produce an enantiopure acid form, easy to sepamtethe unreacted enantiomer
by organic phase extraction and used the desireditiomer to prepare the
Moxifloxacin building block (4as,7as)-ottaidro-1hHplo[3,4-b]piridina.

After trying several commercially available enzygrthat have as substrates
racemic mixtures, using different analytical apgiees (NMR and HPLC-MS
techniques), we succeeded in findi@gndida antarcticalipase B as a highly
selective enzymes that partially hydrolysed the tumex of dimethyl 1-
acetylpiperidine-2,3-dicarboxylate in aqueous huftenantiomer selectivity was
evaluated by chiral HPLC analysis on a preparaseale, confirming that
hydrolysis produces a high enantiomeric excesh®®PR, 3S form. Furthermore,
MS analysis confirmed that only one of the two rgktsters was hydrolyzed by
the lipase, conferring at the enzyme regioseldgtiaio. The reaction product was
further characterized by NMR techniques (COSY, HMQ@VBC), which
indicate that hydrolysis take place on methyl grouposition 3. Kinetics analysis
by NMR was used to estimate the values of Km anda¥mof the hydrolysis
reaction. The enzyme was used by FIS for gramsddalxifloxacin precursor
synthesis. This process has been submitted fenpat

A second project, again in collaboration with Ri&s focus on overcoming a
critical step in the organic synthesis of the hanmtestosterone (TS) by a regio-
and stereo-specific conversion from 4-androstet@&-djone (AD). According to
literature, no commercially available enzymes h&#een found that properly
catalyse this transformation. Since both the sabstand the product are natural



compounds, we focused the research on identificationatural enzymes that
catalyze analogous reactions. The enzymatic catedbat catalysed this
transformation is generally classified asp4¥droxysteroid dehydrogenases
(E.C.:1.1.1.51). However these enzymes, in diffeceganisms, differ in terms of
region-selectivity and rate on catalysis. A combitéinformatics and literature
screening resulted in two candidates that were selected riezombinant
expression: the Prhydrosteroid dehydrogenase type 5 from mousand the
YMR226¢" gene product oBaccaromiyces cereviseahe coding sequence of
enzymes were cloned in suitable vectors for exmpmssn fusion with an
histidine-tag, inE.coli. Small scale preparations of the recombinant eezyere
initially set up and activity tests on the desisetbstrate were performed. Only the
mouse enzyme showed activity towards AD and it wabjected of further
studies. A small scale purifications allowed veation of the product obtained in
terms of regio- and stereo-selectivity and yielgleation of thermal stability of
the enzyme, kinetic analysis, cofactor preferehb&PH or NADH), and choice
of an adequate partial organic mixture to work witbr increase substrate
solubility in water. A protocol for purification dhe enzyme from medium scale
cultures was then designed and performed. The anofwenzyme obtained from
these preparations, in combination with the comrabycavailable D-glucose
dehydrogenase required for the recycling of theactoir NADPH, allowed the
conversion of milligrams of androstendione. Alst throcess was submitted for
patent.

The third project is on the membrane associate huiyeosinase. This
enzyme is implicated in different pathologies ahdsia potentially targets for
drugs aimed to treat melanin synthesis disordetamoena and ROS associated
diseases. The protein was expressed in two recamibforms using insect cell
sf9 and baculovirus system (Bac to Bac ®, Invitrggea system capable of
glycosilation. Both forms were efficiently expredsey the cells: the wild type
and a form lacking the signal sequence and thermambrane domain. The two
proteins are observed initially by western bloteTéiffort to define a purification
protocol was focused on wild type form. It appeassa membrane associated
protein and &creeningwith several detergents indicates that only Trit00X, n-

dodecylf-D-maltoside and SDS were able to solubilize thetgn. Following



solubilisation, tests were performed in order teakhits activity towards natural
substrate L-DOPA and L-tyrosine, by spectrophotemetanalysis. This activity
absent in not infected cells or expressing humavsigase in soluble form. This
latter control confirmed the importance of glycasbn in correct folding of the
protein.

The low efficiency in the purification of proteirxgressed and its instability
forced us to try to improve the purification pravgccell expression and activity
test. However, the low expression level of tyroseneemained the critical point of
the procedure. For this reason we decided to dyrextrify the protein using
SDS-PAGE gel techniques.

An activity test was developed using 96 well plabe determine kinetic
constants of natural or artificial substrates, adl ws known inhibitors. The
screeningwas run in parallel using soluble extract of huntgnosinase and the
purified tyrosinase fron$. Antibioticusan enzyme with high level of homology
with the crystallized tyrosinase froB castaneoglobuspofusThis will allow to

directly compare kinetics data obtain for the tywmsinases.



Riassunto

Tre principali progetti sono stati condotti duraiitperiodo di dottorato. Due
di questi consistono nell'individuazione di enzimili a catalizzare passaggi
intermedi o finali nella sintesi di principi attjvil terzo riguarda I'espressione
ricombinante della tirosinasi umana, la sua pagzigburificazione e
caratterizzazione.

Nel primo progetto, in collaborazione con Fabbiitediana sintetici (FIS) é
stato individuato un passaggio critico nella sinw@isun building block della
Moxifloxacina e n’é stata proposto un’alternativia enzimatica che prevede la
risoluzione di una miscela racemica di un diespreEursore. A questo scopo e
stato ricercato un enzima che fosse in grado diihare selettivamente uno dei
due enantiomeri al fine di generare la relativarf@racida enantiomericamente
pura, facilmente separabile dall’enantiomero noragite, ed utilizzare
successivamente I'enantiomero con configuraionéddesta per la preparazione
del (4as,7as)-ottaidro-1H-pirrolo[3,4-b]piridina, lemento costitutivo della
Moxifloxacina.

Dopo aver testato diversi enzimi commerciali, didizzati in letturatura per
effettuare risoluzioni racemiche, ed utilizzandwedsi approcci analitici (tecniche
NMR e HPLC-MS), é stato identificato con successtl’enzima lipasi B di
Candida Antarcticaun valido strumento per idrolizzare selettivameniea
miscela racemica di dimetil 1-acetilpiperidina-2j8arbossilato in ambiente
acquoso. La selettivia enantiomerica e stata détetenmediante HPLC chirale,
confermando che lidrolisi procede solo sull'enantero con configurazione
2R,3S. In piu l'analisi HPLC-MS ha evidenziato cb@o uno dei due gruppi
metilici viene idrolizzato dalla lipasi, conferendaall’enzima anche
regioselettivita. Il prodotto di reazione € stattietiormente caratterizzanto
mediante tecniche NMR (COSY, HMQC, HMBC) le quadinmo indicato che
I'idrolisi avviene al metile in posizione 3. Unaugiio cinetico condotto mediante
NMR ha poi permesso di stimare le costanti cinetikin e Vmax della reazione
di idrolisi. L’enzima é stato utilizzato da FIS pkr sintesi in scala di alcuni
grammi del precursore della Moxifloxacina. Il prese e stato sottoposto a
domanda di brevetto



Un secondo progetto, condotto ancora in collaborezicon FIS, si e
focalizzato sul tentativo di superare un passaggiico nella sintesi organica del
testosterone (TS) che consiste in una riduzione+eg stereo-specifica dal 4-
andro-3,17-dione (AD). In accordo con la letteratunon esistono enzimi
commercialmente disponibili in grado di catalizzarenodo appropriato questa
trasformazione. Dal momento che sia il substra® itlprodotto sono composti
naturali, & stata focalizzata la ricerca nell’indiazione di un enzima che in
natura effettuasse I'analoga trasformazione. Lagmta enzimatica che catalizza
questa trasformazione e generalmente classificataec 1P-idrossisteroide
deidrogenasi (E.C.:1.1.1.51). Tuttavia questi enzinei diversi organismi, Si
differenziano in termini di regioselettivita e veita di catalisi. La combinazione
di uno screeningbioinformatico e bibliografico ha permesso di induare due
candidati che sono stati selezionati per I'espoggsin forma ricominante: B7
idrossisteroide deidrogenasi tipo 5 mufiriae il prodotto genico YMR2268ddi
Saccaromiyces cerevisede sequenze codificanti degli enzimi sono stiieate
in vettori adatti per I'espressione H.coli, anche in fusione con una coda di
istidine. Una preparazione in piccola scala degtii ricombinanti ha permesso
di effettuare tests di attivita sul substrato desitb. Solo I'enzima murino ha
mostrato attivita nei confronti del’AD ed e statggetto di ulteriori studi. Una
preparazione in piccola scala ha permesso di aaaézl prodotto ottenuto dalla
reazione, in termini di regio- e stereo-selettivetéesa, cosi come la valutazione
della stabilita termica dellenzima, la preferenger il cofattore (NADPH o
NADH) e la scelta delladeguata frazione di cosotee da utilizzare per
incrementare la solubilita del substrato in acdui.protocollo di purificazione
dellenzima in scala piu consistente & successinénetato identificato e
migliorato. La quantita di enzima ottenuta dallegarazioni, in combinazione
con l'utilizzo di una D-glucosio deidrogenasi commoiale, per riciclare |l
cofattore, ha permesso di convertire alcuni miligmi di AD. Anche per questo
processo & stato effettuata richiesta di brevetto

Il terzo pregetto riguarda I'enzima tirosinasi umarQuesto enzima é
implicato in diverse patologie e rappresenta uremmtle bersaglio farmaceutico
per trattare disordini nella sintesi della melanimelanoma e patologie associate

a specie ROS. L'enzima é stato espresso in dueefeitombinanti utilizzando
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cellule di insetto sf9 e il sistema baculovirus ¢Ba Bac ®, Invitrogen), un
sistema in grado di effettuare la glicosilaziofatrambi le forme, la prima nativa
e la seconda priva di sequenza segnale e regiansntembrana, sono state
espresse dalle cellule ed inizialmente osservatbani analisiestern blat

Il protocollo di purificazione si & focalizzato kulforma nativa, che appare
associata alle membrane. Diversi detergenti sosud Hilizzati per solubilizzare
'enima ma solo Triton 100X,n-dodecylf-D-maltoside and SDS si sono
dimostrati efficaci. A seguto della solubilizzazentest di attivita sono stati
condotti con i substrati naturali L-DOPA e L-tirnai mediante saggi
spettrofotometrici. Questa attivita era assenteeitule di insetto non infettate o
esprimenti la tirosinasi umana in forma solubileue®’ultimo controllo ha
confermato I'importanza della glicosilazione netrettofolding della proteina.

Un primo protocollo di purificazione della proteimaforma nativa risultato poco

efficiente ha costretto ad effettuare una serimigilioramenti non solo nel nella

purificazione, ma anche nelle condizioni di espoess e nei test di attivita

adottati. Tuttavia il basso livello di espressianegimasto il punto critico della

proceduta, che ha obbligato a tentare di isol&mzlima direttamente su gel SDS-
PAGE.

Un sistema di test di attivita, sviluppato utilinzid piastre da 96 pozzetti, ha
permesso di determinare le costanti cinetiche Ostsati naturali ed artificiali,
cosi come di inibitori noti. Lascreeninge stato condotto in parallelo utilizzando
I'estratto solubile contenente la tirosinasi umand'enzima tirosinasi diS.
Antibioticusun enzima con un elevato livello di omologia cortitasinasi diS.
castaneoglobusporua cui struttura e stata recentemente deternfin@uaesto ha
permesso di confrontare direttamente i dati otigrertle due tirosinasi e proporre

un modello per la tirosinasi umana.
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1 Sintesi biocatalitica della Moxifloxacina

1.1 Introduzione

1.1.1 Stato dell’arte

by

La Moxifloxacina €& un antibatterico appartenentela aklasse dei
fluorochinoloni ad ampio spettro, impiegato pertriittamento delle infezioni
respiratorie (polmonite, sinusite cronica, bronehdronica), della pelle e dei
tessuti molli. Viene inoltre commercializzata inauforma a basso dosaggio per
uso oftalmico. Sono in corso anche studi clinicicun la Moxifloxacina viene
utilizzata nel trattamento della tubercolosi. Egs8a,in generale, risulta efficace
nel trattamento contro batteri Gram-negativi, Gawsttivi, batteri atipici e anche
anaerobi. L'attivita battericida della Moxifloxacina derivdalla sua abilita di
inibire la DNA girasi (topoisomerasi Il) e la togomerasi IV batterica, enzimi
essenziali coinvolti nella replicazione del DNA, llaetrascrizione e nella
ricombinazion&

La Moxifloxacina, come 8-metossichinolone, vieneteiizzato dalla Bayer
AG (Leverkusen, Germania) ed e chimicamente defimibme acido 1-
ciclopropil-7-[(S,S)-2,8-diazabiciclo [(4.3.0)] neBil]-6-fluoro-8-methoxy-1,4-
dihydro-4-oxo-3-chinolino carbossilico idroclorgfeigura 1.1).

La molecola e caratterizzata da uno scheletro diclinolonico, comune a quello
di altri due antibiotici della stessa categoriat{fBeacina e Balofloxacina), e da
una catena laterale S,S-diazabiciclononano.

Figura 1.1
Struttura chimica della Moxifloxacina.
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Questo principio attivo ha un’attivita incrementataspetto ad altri
fluorochinoloni, grazie ad un gruppo ciclopropiliathN-1 e fluorinico al C-6. La
sostituzione azabiciclica al C-7 € poi associatauadsostanziale incremento
dell’attivita contro i Gram-positivi. Di ulteriorenportanza € la presenza la C-8 di
un gruppo metossi, che € associato sia ad una enpropensione dei batteri a
sviluppare resistenza, sia a ridurre le fototossiciata dalla presenza di C-8
alogenosostituito, come per altri fluorochinoloes (Sparfloxacina).

In questi anni, in cui stanno emergendo sempre paitogeni delle vie
respiratorie resistenti a cefalosporine e @ikattamici, macrolidi e tetracicline, e
molto importante che la Moxifloxacina mostri un’etiente doppia attivita
inibitoria nei confronti di enzimi batterici fondamtali: la possibilita, infatti, che
Si generi una ceppo resistente implica la contearma generazione di mutanti
della topoisomerasi Il e della topoisomerasi IM]eeelative forme insensibili al
principio attivo, un evento estremamente improtealghe giustifica la peculiare
caratteristica di questo antibiotico cioe quellaldie origine difficilmente a ceppi
resistentl.

Le vendite mondiali annue di questo farmaco e girago attorno alle 62
tonnellate per un valore di 1100 milioni di USD Q20 fonte IMS).

1.1.2 Sintesi chimica della Moxifloxacina

L’intermedio fluorochinolone (CAS RN=112811-72-8pn o senza il gruppo
metossile, € un prodotto commerciale, la cui siniekiede undici passaggi. La
chimica coinvolta € comune alla maggior parte derbchinoloni.

L'S,S-diazabiciclononano (CAS RN=151213-40-0) rasenta invece
l'intermedio piu critico, in quanto possiede duentce chirali, entrambi con
configurazione S, otticamente attivo (levogiro). cAtessa € una sostanza
commerciale, ma la sua sintesi e risoluzione ottitan € al momento
soddisfacente. La sintesi di questo intermedio gemge la reazione di anidride
di acido piridin-2,3-dicarbossilico con benzilamimia dare N-benzil-2,3-piridin-
dicarbossamide, la riduzione dell'anello piridinica dare 6-benzil-5,7-
diossoottaidropirrolo[3,4-b]piridina, la riduziorgei gruppi ammidici a dare 6-
benzilottaidropirrolo[3,4-b]piridina e la sua risalone ottica per formazione del
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sale diastereoisomero con acido L-tartarico, segdé debenzilazione (Figura
1.2). Questa via di sintesi & descritta ad esenmpaicuni brevetti (EP 0550903,

EP 1077979), tuttavia I'eccesso enantiomerico @ivelmente basso.

(0]

@—\ ? 1.H, Pd-C
NH, AN 2. LiAH,
— N
4
N
(¢}
1. D-(-)-acido tartarico,
2. Debenzilazione

NH

@II

Iz
T\

Figura 1.2
Schema di preparazione dell'intermedio (S,S)-2&albiciclononano, importantbuilding-block
della Moxifloxacina.

hY

Alternativamente, e stata descritta la risoluziatica dell’intermedio 6-
benzil-5,7-diossoottaidropirrolo[3,4-b]piridina cacido D-tartarico, seguito dalla
riduzione dei gruppi ammidici e quindi da deberzdae. Il procedimento e
descritto in altri brevetti (EP 0550903, EP 106712B 1192153 ed EP 1375501)
ed anche in questo caso porta a bassi eccessianariti. Infine, nel brevetto
EP 1003902 viene descritta la risoluzione enzimatiel diazabiciclononano
racemo per mezzo di una reazione di trans est@itioe con etil-acetato in
presenza di una lipasi daandida antarticaLa reazione procede tuttavia molto
lentamente, richiedendo 14 giorni alla temperatli#0°C.

La condensazione dei due sintoni, I'intermedio fohinolone, con o senza
sostituente metossilico e l'intermedio S,S-diazelboonano, viene operata con

metodiche note.
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1.1.3 La biocatalisi nella sintesi di principi farmaceutici

La biocatalisi, cioe l'utilizzo di enzimi come chraatori nella sintesi
chimica, e diventata uno valido strumento per nubi sintetici, non solo per il
minor impatto ambientale che deriva dalla loro &g@ione, ma sempre piu
Spesso essa rappresenta un’alternativa economitamantaggiosa rispetto ai
processi chimici classici. Le trasformazioni enzigtze effettuate mediante
enzimi parzialmente purificati o cellule intere a®weatalizzatori, sono sempre piu
utilizzate per la produzione di una moltitudingododotti chimici.

Le piu nota trasformazione effettuate mediante digltsi € rappresentato
dalla produzione di acrillammide mediante la retridratasi diRhodococcus
rhodochrousin scala di 30.000 t/a (Mitsubishi Rayon). Analogete il fruttosio
viene prodotto, da diverse compagnie, a partirggldaosio mediante I'utilizzo
della glucosio isomerasi per una totale produziirfie000.000 t/a. La produzione
di latte senza lattosio avviene mediante l'idratisgquesto in glucosio e galattosio
mediante I'utilizzo dellg3-galattosidasi (250.000 L/giorno).

Nel campo della chimica fine la maggiore applicaeioderiva dalla
chemoselettivita, la regioselettivita e specialmelat stereoselettivita che questi
enzimi spesso possiedono, necessaria per la poyduzidi  prodotti
enantiomericamente puri. Una delle trasformazidininote, nella preparazione di
prodotti farmaceutici, € rappresentata dall'idioBslettiva della pennicilina G,
mediante pennicilina amidasi, a dare il precurséoedamentale per la
preparazione di un ampia categoria di antibioticllacido  6-
amminopennicilannico.

La risoluzione biocatalitica sfrutta la selettividagli enzimi per uno dei due
enantiomeri di una molecola chirale: mentre un goarero rimane virtualmente
non reagito, I'altro viene convertito in un prodgtgenerando cosi due molecole
chimicamente diverse, substrato e prodotto, enatizamente pure e con
proprieta chimico-fisiche differenti. Quella delidrolasi, in questo contesto,
rappresentano di gran lunga la categoria enzimatahastrialmente piu utilizzata
(60%), anche nella produzione di principi farmagzut

In genere le idrolisi che coinvolgono legami esieo ammidici sono le piu

facili da effettuare mediante l'utilizzo di enzirodome lipasi, esterasi, proteasi o
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amidasi. Il fatto poi che questi enzimi non nedessidi un cofattore, come
invece e nel caso delle ossidoreduttasi, e ladonpia disponibilita commerciale
ha reso Iutilizzo di questa categoria enzimaticalton diffusa in ambito

industriale.

Il meccanismo di idrolisi enzimatico € simile a hoiehimico, catalizzato da
una base: un gruppo nucleofilo che costituiscéal attivo dell’enzima attacca il
gruppo carbonilico del substrato estereo o ammid@eesto gruppo nucleofilo
puo essere costituito dal gruppo idrossilico dettana (vedi esempio in Figura
1.3), il gruppo carbonilico di un residuo aspartmda funzione tiolica di una

cisterna.

Figura 1.3
Sopra meccanismo catalitico Catalviic triad
proposto per la lipasi di argsfgﬁega
Candida antarticatipo B, dove ,0 ©_.-HN (GIn 106:N)
il sito attivo & rappresentato ) y . . 0:--Ho (Thr 40:0,)
" : I . G b, o oH === 0, . Y
dall'idrossile serinico di una . “HN (Thr40:N)
triade catalitica. Sotto, la tasca - Oxyanion hole
enzimatica dellenzima
associato al substrato 3-metil-2-
butil-octanoato, in stato di
transizione. Immagini adattate

da Razat al. 2000.

Tetrahedral
center

Alcohol

Uno degli approcci piu classici nella risoluzionenastiomerica €
rappresentato dalla idrolisi selettiva dell'esterelativo all’enantiomero
desiderato. Un esempio di risoluzione medianteliglreelettiva di una miscela
racemica di esteri e rappresentata in Figura hve d¢a miscela del fenil-glicidil-
estere trattata mediante lipasi consente di otenarimportantéduilding block
nella preparazione di un farmaco cardiovascoldrdjltiazem (Tanabe, Osaka,
Giappone).
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o i o
\ o Lipase  \ o \
O —_— O . + O
e Lo O,
(+/-)-(2RS,3SR)-3-(4-methoxy
phenyl)glycidate
0 |

Diltiazem
Figura 1.4

Sintesi mediata de lipasi del principio farmaceutidiltiazem. Immagine adattata da Schulze &
Wubbolts 199¢.

La sintesi mediante risoluzione enzimatica ha g@moonveniente di avere
una produttivita massima del 50% del prodotto alezi Diversi approcci sono
stati sviluppati dalla comunita scientifica per sigge questo ostacolo, come ad
esempio la racemizzazione del substrato non reagitohein situ, cosi come

I'utilizzo dell’enantiomero non desiderato in alfprocessi dove e richiesta la

particolare configurazione enantiomerica della molg®*?

1.1.4 Sintesi biocatalitica del (S,S)-2,8-diazabiciclon@no

Come precedentemente descritto l'intermedio (S,&)diazabiciclononano
nella sintesi della Moxifloxacina rappresenta Bimhedio piu critico da preparare,
a causa della sua particolare configurazione evraetica.

E stato cosi proposto un nuovo approccio nellapseparazione che prevede
I'utilizzo di enzimi per la risoluzione enantiomeai di un precursore del sintone.
Attraverso la riduzione, mediate idrogenazione Pdl€ diestere dell'acido-2,3-
carbossipiridinico € possibile ottenere una miscat®mica costituita solo da i
due enantiomeri in conformaziorms, esteri dell'acido-2,3-carbossipipecolico
(2S,3R e 2R,3S).

Un enzima in grado di idrolizzare solo uno dei deeantiomeri cis,
indipendentemente dalla posizione dell'estere idzato, 2, 3 o entrambi,
consentirebbe di separare facilmente i due enaertipimediante estrazione con
solventi, e successivamente di procedere nella apaepne del (S,S)-2,8-

diazabiciclononano.
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| .
J passaggi N .
N J\ \ J\ chimici W\
R, O e NH
ll\l R n./
A 0" % pdiC C])/ R2 Enzima ]/
—_— >
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R, R, O Ry o
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(6] N _R
N o Ry o 2
O« (0N
R2 RZ
(0] (0]
Figura 1.5

Sintesi ipotetica del (S,S)-2,8-diazabiciclononanediante risoluzione racemica biocatalizzata.

Come mostrato in Figura 1.5, I'enzima da indivigudeve quindi essere in
grado di riconoscere uno solo dei due enantiomerivdti dalla riduzione

hY

dell'anello piridinico. Tuttavia non e strettamentecessario che I'enantiomero
idrolizzato sia quello in seguito utilizzato per peeparazione del sintone, cosi
come e ininfluente la posizione dellidrolisi. Itia una volta raggiunta la
completa idrolisi di un enantiomero, questo puceesseparato dall’altro, che, a
sua volta, risultera ugualmente enantiomericamgnieo. La molecola con
desiderata configurazione sterica sara poi utilezper preparare Building block
di interesse, mediante una serie di passaggi chimé& definire in base alla
molecola ottenuta.

Oltre all’enzima utilizzato, anche il tipo di esteed eventuali sostituenti al
gruppo amminico dell’anello piperidinico potrann@ppresentare elementi

fondamentale per consentire di ottenere un’idremantioselettiva.

1.1.5 Putativi enzimi utilizzabili

L’individuazione di un valido enzima da utilizzanel processo biocatalitico
descritto richiede, innanzitutto, di disporre diaulbreria di enzimi idrolitici e,
non dimeno, di una serie di putativi substrati aaente sostituiti.

Esistono diversi kit commerciali che forniscono wegie di enzimi idrolitici
con documentata enantioselettivita. Tuttavia, @treotevole costo, questi sistemi
spesso non permettono di conoscere il tipo di eazutilizzato, che rimane
segreto in modo da costringere, dal punto di viddla futura fornitura

enzimatica, alla dipendenza dalla ditta detentiedéa libreria.
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L’approccio che é stato utilizzato consiste, inyeed partire da una raccolta
d’'informazioni riguardo alla disponibilitd di enzime/o microrganismi,
commercialmente disponibili 0 meno, che dimostramantioselettivita con
substrati analoghi al diestere precedentementeitlesa Figura 1.5. Mediante
uno studio bibliografico sono, quindi, stati indluati alcuni enzimi ed
microrganismi gia utilizzati per la risoluzione emgica di strutture analoghe a
quella di interesse.

La lipasi diAspergillus nigefANL) commercialmente disponibile (Amano)

by

come estratto grezzo e stato utilizzato per lalumone racemica dell’estere
metilico dell’acido pipecolico (Figura 1.6), con uE=2Gt4 in favore
dell’enantiomero (S). La sostituzione del grupptees conn-pentile on-octile
non ha determinato un incremento della selettivitégntre l'aggiunta di
un’acetilazione al’N ha notevolmente ridotto laletvita. La purificazione
dell’enzima dall’estratto grezzo ha infine deteratohun aumento della selettivita

(E>100)*.

Figura 1.6 O _O-n-octyl
Risoluzione di esteri dell'acido X
pipecolico mediata dalla lipasi dA. purified 3 &
niger (ANL). Immagine adattata da Ng- ﬁH: _ANL He O Hz

Youn-Chenet al1994, HE

(S) (R}

3% o0 73% aa

0.89 g, 16% yield
0OMe 00" COOMe
~d
st NeNe:

{=] (=) (R

Analogamente utilizzando sempre lo stesso enzimstata condotta una
risoluzione racemica del sintone 1 Figura 1.7, coneccesso enantiomerico
(e.e.)>98% in favore del prodotto con configuraei@ssoluta (2R,6S) al fine di
sintetizzare, mediante successivi passaggi chimiciderivato acido cis-6-

idrossimetilpipecolict.
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Aspergillus niger lipase,
Q... O,
buffer

CO;Bn pH7 CO;Bn

1 2

Figura 1.7
Risoluzione enzimatica mediata dalla ANL, step phecede la preparazione dell’acido cis-6-
idrossimetilpipecolico. Immagine adattata da Cca899.

Uno studio su substrati analoghi & stato condatithe daDanieli et al®®

utilizzando rispettivamente la lipasi commercialeCandida cylindraceqdCCL),
I'esterasi di fegato di maial@grcine liver esterasePLE) e la lipasi pancreatica

di maiale porcine pancreatic lipasé®PL).

H H H H
HO,C come  MeOC, CO,Me
B as
| y )
PG PG

2 3
a)PG=Cbz mMPG=Ts ¢c)PG=Bn

Substrate Enzyme Reaction time (h) Product, % o oe.e,
3a PLE* 1 2a, 28 44
f 06 27
CcCL® & 20 78
20 58 57
PPL® 12 5 -
b FLE" I b, 31 14
6 HE 11
3¢ PLE® 1 2e, 16 55
4 33 34
ccLb 6 25 20!
20 6] 47
PPL* | 14 -
! 7 28 12
Tabella 1.1

Risultati della risoluzione racemica effettuatdizeando rispettivamente I@andida cylindracea
lipase (CCL), lapig liver esteras€PLE) e laporcine pancreatic lipas¢éPPL) con il substrato 3
variamente protetto. Immagine tratta e modificataDdnieliet al1996'°.

Il livello di selettivita ottenuto € in tutti i caselativamente contenuto, sia
variando il tipo di enzima utilizzato che il gruppprotettivo dell'azoto

piperidinico (Tabella 1.1).
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Tra questi enzimi la PLE e stata anche intensam&nidiata con tutta una
serie di altri substrati che hanno permesso diizpate le dimensioni del sito
catalitico e di definire a priori la selettivitaspetto a nuovi substrati. Tra i
substrati analizzati rientrano anche diesteri deloesano, del cicloesene e

monesteri della piperidina acetil&ta° (Figura 1.8).

Figura 1.8 ; PLE :

Alcuni delle reazioni di —_— I\/\J\ + O
risoluzione racemica N~ TCO;Me N"™Co,H N~"#C0,Me
catalizzate dalla PLE, con /ko /J§0 /ko
relativi valori di e.e. e un

modello del sito attivo  (t/7)—1 (—)—7 (+)—1

dell'enzima con (55%, 45% ee) (51%, 26% ee)

evidenziate le dimensioni :

ed il residuo di serina CO,Me CO,H vCOsMe
: o PLE w2

responsabile  dellidrolisi. 5 E— +

Immagini  adattate e N N

modificate®?° /&0 ’go ,1\0

(+/-)—3 (+1—9 (—)—3
(83%, 24% ee) (82%, 22% ee)

O,
o, =L,
EGEME C'DEME

COOCH, ; o~ CO0H

|
1 L - "
1-118, 2RI (B8%)

LE¥

Ser
ea S,
P' 08K
1.8 A
1A
L Hg
HL L 234
| R
08 A

1.8A
Una serie di lavori piu recenti, svolti sulla lipas Candida antarticadi tipo

A e B (CAL-A e CAL-B), hanno dimostrato l'abilitai djuesti due enzimi di
determinare la risoluzione di miscele racemichealalivati esteri dell’acido 1-
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pipecolico, mediante selettiva acetilazione detitaz pipecolico o sostituzione
selettiva del gruppo estere in presenza di oppbstigentf* (Figura 1.9).

I\/j\ R'CO,R (\/l (\
N~ COoMe "'cone J\

CO,Me
rac-1 (R)-1 R' (5)3
L [ (L
CO,Me ROH CO,Me N “CO,R
rac-1 (S)- (R)-2
Figura 1.9

Risoluzione racemica dell'estere metil-pipecolicediata dalla lipasi diCandida antarticaA
(CAL-A) e Candida antarticaB (CAL-B). Immagine adattata da Liljeblad al. 2007,

La CAL-B rappresenta attualmente uno dei piu proamitenzimi utilizzabili
per la risoluzione e la sintesi di molecole enangdcamente pure. Essa e stata
utilizzata anche nella preparazione di acido-N-Bdgcarbossipiperidinico, in

forma enantiomericamente pura come mostrato inr&igu0.

MeQOC. _~._ .COOMe HOoOC . COOMe MeQOC |, COOMe
— = ﬁ 5 + R R
“NBOC Chirazyme -2 NBOC NBOC
trans-racemate (8,8)-enriched
1 2a, 1b
CH_=N=N PLE
I Lipase AY L]
MeOOC, /\J“ COOMe HooC ,, . VCOOME
R
MeQOC. COOMe NEOC ~NBOC
“ (8,8)-enriched
NBOC
cistrans-15:85 1a, 2o
1
ESL 1084
Y
MeOQOC . . COOMe HOOC,__. COOMe
S\L \JS — - ] 5
NBOC PLE NBOC
1a 2a

Figura 1.10

Preparazione di entrambi i monometil-esteri 2a el@lta miscela racemica di esteig/trans 1
mediante il consecutivo utilizzo di diversi enziidiolitici, tra cui la CALB (Chirazyme L-2) e la
PLE. Immagine tratta da Idireg al.2003%
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In questo lavort una serie di enzimi tra cui, la CALB (chiamata 1@kiyme
L-2), la PLE e una lipasi dCandida rugosdLipasi AY), vengono utilizzate in
serie al fine di preparare acidi dicarbossilicilalgliperidina con una particolare
configurazione enantiomerica.

Come molte esterasi e lipasi dimostrano di possesi@reoselettivita, anche
diverse amidasi si sono dimostrate ugualmentedssanti al fine di determinare
la risoluzione racemica di relative miscele amnfidicNon di meno questi enzimi
catalizzano anche reazioni di trasferimento amroidicido o di esteri, cosi come
la relativa idrolisi di esteri, anche se la veladi reazione con acidi o esteri come
donatori acilici € molto piu lenta rispetto a qaebttenuta con ammidi come
donatori acilici. Un esempio € rappresentato daltaidasi estratta d&itrus
sinensische ha dimostrato la capacita di idrolizzare sghahente amidi C-
terminali di peptidi o di singoli L-amminoacfdi

Diversi ceppi cellulari sono stati invece studing lavoro di Eichhorret al.
1997* che ne ha individuato le relative attivita amidas nei confronti di

substrati racemi (Figura 1.11).

Figura 1.11 R
Selettiva attivita Klebsiella + NH,
ammidasica esercitata da [ 5 oH
diversi microrganismi su /

(o]

DSM 9174
H
-1~ N
monoammidi dell’anello [
p!perg;ir)ico e N NH, \
piperidinico.  Immagine H 3
2

[ ] 4+ NH,;
. Burkholderi A
adattata da Eichhoret al. o ra '-.,ﬂ/OH

o

ZI IZ

DSM 9925 N

1997, H
(S)-3
(R)-3
Pseudomonas
DSM 9924 + NH,
H H
(o] (o)
5 (S)-6

In particolare, le cellule diKlebsiella terriggnaDSM 9174 sono state
utilizzate per preparare I'acido 2(S)-piperazinantne I'enantiomero opposto e

stato ottenuto mediante cellule Burkholderia sp.DSM 9925, partendo in
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entrambi i casi da una racemato di 2(R,S)-amiderpigpina, sempre con
e.e.>99%. Usando invece il ceppoRBeudomonas fluorescedxSM 9924, la
miscela racemica della 2(R,S)-piperidina-carbossitéde € stata risolta in favore
dell’enantiomero S, sempre con elevati e.e. (99%).

Un’amidasi diPseudomonas spCI3434, espressa in forma ricombinante in
E.coli purificata e caratterizzata e stata utilizzata lagbro di Komedaet al
2004°, dove si & dimostrata la sua capacita di idrotizAR-selettivamente una
miscela racemica di &rt-butilcarbossammide piperazina ed altri substrame

descritto in Figura 1.12.

Py = Q- Qs

(R 5)-Piperazine-2-tert- (R)-Piperazine-21- (S)-Piperazine-2-fer-
butylcarboxamide carboxylic acid butylearboxamide

Relative activity (%)

(R,S)-Piperazine-2-tert-butylcarboxamide Enj‘l(k >0
N
H [s]

(R,S)-Piperazine-2-carboxamide [:ijHz 100
o]
(R,S)-Piperidine-3-carboxamide @NH 68.9
(Nipecotamide) T
Figura 1.12

Selettivita R specifica dell’'amidasi Biseudomonas spCI3434 nei confronti di diversi substrati.
Immagine adattata da Komeegal. 2004,

Sempre lo stesso grupPoha poi individuato una seconda amidasi in
Pseudomonas azotoformatsM 1603, con selettivita opposta, anche in questo
caso espressa in forma ricombinant&ircoli e testata con una serie di substrati,
tra cui ancora la (R,S) t@rt-butilcarbossammide piperazina e la (R,S) 2-
carbossammide piperidina, dimostrando in ambedcasi selettivita S (Figura
1.13).
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[R.S-Fiperazine-2-tert-buly learhoxamide {¥ ) Fiperazine-2-carboayiic acid

Figura 1.13
Selettivita R specifica dell’amidasi éiseudomonas azotoformahk®M 1603 nei confronti della
(R,S) 2tert-butilcarbossammide piperazina. Immagine adattaté@edaet al. 2004°,

hY

Infine € nota e spesso utilizzata la selettivita dolte proteasi, che
naturalmente si sono evolute per riconoscere ginminiacidi, per idrolizzare
selettivamente miscele racemiche di esteri medigintdisi selettiva. Unaeview
di Miyazawa 1998 descrive una serie di soluzioni che sono comun&men
adottate per la sintesi chimica di amminoacidirataire analoghe. Tra questi, la
Subtilisina Carlsberg, una serina proteasi, € stgtgetto discreeningcon diversi

substrati.
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1.2 Scopo del progetto

L'individuazione di una nuova via sintetica per faeparazione della
Moxifloxacina mediante un passaggio biocataliticoappresenterebbe
un’interessante alternativa, dal punto di vista @miale, energetico e quindi
economico, all'attuale processo di sintesi.

Sono stati dunque proposti una serie di stepsnaltier, per la preparazione
del sintone (S,S)-2,8-diazabiciclononano, che pieme la risoluzione racemica
di esteri mediata da un enzima, che deve essenradndto. Sono quindi stati
identificati, in letteratura, una serie di enzimi microrganismiche hanno
dimostrato attivitd enantioselettiva con substaataloghi. Tra questi, evitando di
utilizzare microrganismi interi, data la sensililidel prodotto da ottenere, e
I'espressione di enzimi in forma ricombinante, mato da un basso rapporto
vantaggio/rischio, € stato deciso di selezionare egkzimi commercialmente
disponibili e di testarli con due tipi substratgpettivamente la miscela racemica
rappresentata dal diestere metilico e dal diesetiteco dell’acido €is) 2,3-
dicarbossipiperidinico (Figura 1.14).

Gli enzimi utilizzati sono di seguito elencati: dg di Aspergillus niger
(ANL), lipasi di Candida antarticatipo A (CALA) e tipo B (CALB), lipasi di
Candida cylindracedCCL), lipasi pancreatica di maiale (PPL), estethsegato
di maiale (PLE), la proteasi Subtilisina Carlsb¢8lJB) e I'amidasi diCitrus
sinensigCSA).

In base ai risultati ottenuti dallecreeningpotra essere valutata la modifica
dei substrati utilizzati, I'utilizzo di enzimi mugeanizzati o I'espressione di enzimi
non commercialmente disponibili in forma ricombitegncosi come ['utilizzo di
microrganismi interi. Si procedera dunque per pggisauccessivi, iniziando da

quelli piu semplici ed economici a quelli piu coregsi e dispendiosi.
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Figura 1.14
Iniziali miscele racemiche oggetto sicreeningenzimatico in questo studio: diestere metilico, a
destra ed etilico, a sinistra, dell’'acidngj 2,3-dicarbossipiperidinico.
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1.3 Risultati

1.3.1 Studio degli enzimi

Come descritto nella parte introduttiva (paragrafb.5), una serie di enzimi
sono stati individuati mediante ricerca bibliogeafi Alcuni di questi,
commercialmente disponibili ed economicamente ailodis sono stati acquistati
ed oggetto discreeningnei confronti dei substrati diestere metilico estéere
etilico dell'acido-€is)-2,3-dicarbossipiperidinico (Figura 1.14).

Innanzitutto é stato valutata, mediante analisi $I2&E, il livello di purezza
di ciascun enzima (Figura 1.15). A parte alcuni,casme per la CALB e la SUB,

il cui livello di purezza appare elevato, gli akmzimi sono contenuti all'interno
di un estratto cellulare grezzo o poco purificat@ppresentano spesso solo una

modesta parte dell’intero contenuto proteico depprato.

CAL CAL _
KDa MW ANL PPL CCL A B PLE SUB CSA Enzima KDa
Ii] Lipasi di
Aspergillus niger 45
(ANL)
Lipasi pancreatica
97.0 | pasi p 50

di maiale (PPL)

66.0 | S r . u Esterasi di fegato di
. 162

maiale (PLE)

- p
450 | e ] . Lipasi diCandida | &
cilyndacea(CCL)

(| Amidasi diCitrus /

- sinensifCSA)
30.0 | M - =
——

Subtilisina di
- Bacillus
licheniformiso 27
Substilisina
20.1 | Caslberg (SUB)

L Ap— Lipasi A diCandida|
antartica (CALA)

Figura 1.15
Analisi SDS-PAGE degli enzimi acquistati. Viene lin® indicata, Lipase B di
qualora disponibile il letteratura, il peso moleuel atteso per Ca”‘égifé‘)tamca 35
I'enzima, evidenziato poi anche nella corsa elédtedica ( ).
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Un primo approccio al loro utilizzo, e stato quelionormalizzare la relativa

attivita idrolitica nei confronti di un singolo ssipato di riferimento, poiché dai

fornitori, venivano date indicazioni sull'attivittnzimatica utilizzando substrati

molto diversi tra loro, rendendo difficile conframg¢ tra loro i vari enzimi e

valutare la quantitd di enzima da utilizzare neloreening successivo.

Riferendosi, dunque, al lavoro di Ny-Youn-Chenal1994 & stato individuato

un substrato standard per stimare in modo semjitivita idrolitica di un

enzima.

HO. _O
NG HOL. _O
N NG
HO
- nd
o)
g o
o)
PNFA PNF Ac. Acetico
. Attivita  [Attivita specifica
Enzima Substrato Specifica con PNPA
Lipasi di Aspergillus niger | Acido acetico| 200 U/g
(ANL) Trioleina 4 Ulg 10,27 U/mg
Lipasi pa”(CFE‘;aLt)":a dimaiale o0 gioliva | 27,4Umg| 2,39 Uimg
Esterasi d('gﬁ%?to di maiale Etil-valerate | > 130 U/mg 28,2 U/mg
Lipasi di C"z‘g‘gﬁf‘ cilyndace®  riiieina | 15-25 Uimg  131,3 Uimg
Amidasi diCitrus sinensis
(CSA) Z-gly-tyr-NH2 2 U/ml 0,33 Ulul
Subtilisina di
Bacillus licheniformiso Caseina 12 U/mg 8,78 U/mg
Substilisina Caslberg (SUB
Lipasi A di Candida antartica o
(CALA) Tributirina 30 U/mg 7,25 U/mg
Lipase B diCandida antartica O
(CALB) Tributirina 34 U/mg 9,83 U/mg

Tabella 1.2

Schema riassuntivo degli enzimi utilizzati nefloreeningcon i relativi valori di attivita specifica
dichiarati dai fornitori e normalizzati mediantesiibstrato standangnitrofenilacetato (PNFA),

che idrolizzato genera acido acetic

p-eitrofenolo (PNF).
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Il p-nitrofenilacetato (PNFA) in soluzione acquosa,asalizzato mediante
spettrometria UV-vis., non assorba a 404 nm; tudtguando idrolizzato in acido
acetico ep-nitrofenolo (PNF), quest’ultimo specie mostra wrtigolare picco di
assorbimento a quella lunghezza d’ondg£11600 M'cmi?). L’incremento
d’assorbimento a 404 nm pud dunque essere utdizpatr valutare I'attivita
enzimatica nei confronti del PNFA.

Per ciascun enzima e riportato in Tabella 1.2, lowvali attivita specifica

come dichiarati dal fornitore e normalizzati pondgbsubstrato PNFA.

1.3.2 Studio dei substrati

| diesteri metilici ed etilici dell'acido 2,3-carbsipiperidinico non assorbono
significativamente nella regione UV/visibile. Lardoeventuale idrolisi mediante
enzimi, se valutata mediante HPLC associata ad i&ly/diventerebbe assai
complessa dal momento che le proteine assorbon@mgé di lunghezza d’onda
compreso tra 210-280nm, cosi come molti compostiungli enzimi vengono
conservanti. Il fatto poi di non disporre dei relaesteri mono- o di-idrolizzati,
non ci permette di valutare con sufficiente sicaeePeventuale idrolisi da parte
di un enzima durante kcreening

E stato dunque optato per un sistema analiticdrarmativo, ‘H-NMR che
consente non solo di osservare obbiettivamenteitaale idrolisi delle specie
indagate, ma anche di valutare quantitativamenligello di trasformazione. Le
due specie “substrato” sono dunque state inizialenearatterizzate mediante-
NMR monodimensionale, COSY e TOCSY al fine di asgseci picchi osservati a
ciascun protone delle molecole. Gli spettri effetiper le due specie e la relativa

assegnazione protonica sono riassunte in FigufaelFigura 1.17.
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Figura 1.16

Assegnazione protonica dei picchi relativi alla d@dpe racemica diestere ci§) 2,3-
carbossidipiperidina, di una soluzione acquosa 20 assegnata mediante interpretazione del
relativo spettrdH-NMR monodimensionale (c), COSY (d) e TOCSY (&).dpecie si presenta in
due distinte popolazioni, probabilmente con I'amgliperidinico con conformazione a sedia (a) ed
a barca (b). L'assegnazione dei picchi, evidenziatirosso ed in verde, ad una o all'altra
configurazione € solo indicativa. Sono presenthartcacce di etanolo (in blu).

a)
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Figura 1.17

Assegnazione protonica dei picchi relativi allacgpeacemica diestere 2,8i9)-etil-piperidina, di
una soluzione acquosa 20 mM assegnata mediantpretEzione del relativo spettrdi-NMR
monodimensionale (c), COSY (d) e TOCSY (e). Anahglesto caso la specie si presenta in due
distinte popolazioni, probabilmente con l'anell@giidinico in conformazione a sedia (a) ed a
barca (b). L'assegnazione dei picchi, evidenziatirosso ed in verde, ad una o allaltra
configurazione € solo indicativa. Sono presentharicacce di etanolo (in blu).

Lo studio condotto mediante risonanza magneticéopica ha permesso di
evidenziare la presenza di due distinte popolazionolecolari, molto
probabilmente associate alle due conformazioniipihisdell’anello piperidinico,
a sedia e a barca, diversamente popolate in béseedhtiva stabilita. Sono
comunque chiaramente osservabili, in entramberhadpi protoni associabili agli
esteri, metilico ed etilico, sia i protone assaa@hiC; che quello al €dell’anello

piperidinico, indispensabili per valutare un’evalauidrolisi al relativo gruppo
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estere, cosi come ¢& facilmente identificabile Iduale formazione

rispettivamente di metanolo ed etanolo.

1.3.3 Preliminare screening enzimatico

Un preliminare screening enzimatico e stato condotto sulle due miscele
racemiche in tampone fosfato 100 mM pH 6, utilizikarile specie substrato a
concentrazione variabile tra 2-20 mM e gli enzimdligerse concentrazioni, in
base alla loro attivita precedentemente determicaia PNFA e le quantita
utilizzate nei diversi lavori bibliografici dove 80 state individuate (ANL,
1mg/ml; PPL, 1mg/ml; PLE, 0.1mg/ml; CCL 0.1 mg/r@ISA lul/ml; SUB, 0.1
mg/ml; CALA, 2 mg/ml; CALB, 2mg/ml)

La soluzione & stata quindi oggetto di anali$iNMR monodimensionale,
dopo tre giorni di reazione e dopo aver elimina#otgy del contenuto proteico
mediante Vivaspin 500 (Sartorius@ut-off 3 KDa). Le quantita di enzima
utilizzato, rispetto alla quantita di substratosiccome il tempo di reazione sono
state volutamente elevati al fine di garantire,losala reazione avvenisse, di
osservare il campione a fine reazione. Se la tnasfpione fosse avvenuta con
enantioselettivita, uno dei due enantiomeri saredtht® idrolizzato generando |l
relativo acido mono o dicarbossipiperidinico e deieando la formazione di
metanolo, nel caso dell’'estere metilico, o etanoéb,caso di quello etilico.

Nell'analisi *"H-NMR si dovrebbe dunque osservare, oltre formaziolei
picchi corrispondenti al metanolo o all’etanolo, ftamazione di nuovi picchi
corrispondenti alla forma mono- o di carbossiliGssociabili alla specie
idrolizzata, cosi come il dimezzamento dell'area plechi corrispondenti al
substrato, di cui resterebbe un solo enantiomeriodgquantitativamente la meta
del substrato iniziale.

Tuttavia nell'analisi delle varie preparazioni nenstata osservata alcuna
sostanziale differenza tra lo spettro del substirdimale rispetto a quello trattato
con i vari enzimi, a meno di un unico caso, cioarglo veniva utilizzata I'esterasi
di fegato di maiale (PLE). In Figura 1.18 e mostritconfronto tra lo spettro
monodimensionale del substrato diestere metiliém spettro dopo il trattamento
con la PLE.
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Figura 1.18

Confronto tra lo spettro monodimesional-NMR della miscela racemica del diestere metilico
prima, sopra, e dopo, sotto, il trattamento condima PLE. Si osserva chiaramente la formazione
di metanolo &) a ~3.25 ppm, cosi come la scomparsa del piccprdédne in ¢ (O).

Si puo chiaramente osservare la formazione debgicenetanolo a circa 3.25
ppm, ad indicare l'avvenuta idrolisi. Tuttavia ssserva anche la completa
scomparsa del picco a ~4.25 ppm, corrispondentpra@bne associato al,C
dell'anello piperidinico del substrato, in una dellue conformazioni. | picchi che
rimangono sono di difficile assegnazione a caudia devrapposizione con altri
segnali protonici di molecole presenti nell’enzi(saprattutto glicerolo, tra 3.4 e
3.8 ppm).

Il picco corrispondente al protone associatnélla seconda conformazione
dell'anello piperidinico, a ~4.0 ppm, sembra indecahe in questa forma il
substrato sia ancora presente. Tuttavia questébpilas considerata improbabile
in quanto le due forme in cui il substrato si preaecon 'anello piperidinico a
sedia e a barca, dovrebbero essere in equiliaitoto e quindi la scomparsa di
una forma implica la scomparsa anche dall’altraoBsibile invece che si tratti di
un segnale protonico del prodotto idrolizzato, manali acido, casualmente
posizionato ancora a 4 ppm.

Un risultato analogo e stato ottenuto trattandsubstato etilico con lo stesso

enzima PLE. | risultati sono di seguito mostratg(ffa 1.19).
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Figura 1.19

Confronto tra lo spettro monodimesiondle-NMR della miscela racemica del diestere etilico
prima, sopra, e dopo, sotto, il trattamento condima PLE. Si osserva chiaramente la formazione
di etanolo &) a ~1.1 ppm, cosi come la scomparsa del piccpraebne in G (O).

Anche in questo caso l'idrolisi € confermata daltasenza di uno dei picchi
del metanolo a 1.1 ppm, mentre l'alto, a ~3.5 pprspvrapposto al segnale del
glicerolo. Uno dei due segnali associati @ Quello a 4.2 ppm, scompare dopo il
trattamento con I'enzima a indicare la probabilelidi completa della miscela
racemica, tuttavia anche in questo caso, il secqcln associato al protone in
C, con diversa conformazione dell’anelo piperidinece3.95 ppm, sembra essere
ancora presente dopo il trattamento.

Al fine di interpretare i risultati dello studio NR] un diverso approccio
analitico é stato utilizzato, ripetendo il tutto arente spettoscopria MS associata
ad HPLC. Lo studio é stato quindi ripetuto non sobm i substrati trattati con
I'enzima PLE, ma con tutti quelli della librerid, fane di confermare I'assenza di
reattivita degli altri enzimi. In Figura 1.20 sommostrati i risultati ottenuti

utilizzando il substrato diestere metilico.
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Figura 1.20

Analisi HPLC-MS dei diestere metilico dell’acida32pipecolico, dopo il trattamento con i diversi
enzimi. Sopra profilo di intensita dell’anione m282 corrispondente alla forma ionica del
substrato diestere metilico: sono sovrapposti tutcciati utilizzando i vari enzimi, a parte nel
caso dell'utilizzo della PLE dove il segnale & mamnente nullo<). Sotto profilo di intensita
dello anione m/e 188 corrispondente alla formadamhono estere-metilico. Anche in questo caso
i tracciati sono tra loro sovrapponibili a partd naso dell'utilizzo della PLE dove il segnale
appare piu intense).

L’'analisi mediante spettroscopia di massa, diveesdaeda quella magnetica
nucleare, ha permesso di individuare i prodotti I'ideblisi, evitando
sovrapposizioni.

Come si osserva in Figura 1.20, I'analisi conferche nessun enzima, a meno
della PLE sembra idrolizzare la miscela racemidaddestere metilico. La PLE
sembra invece idrolizzare completamente la miscelzale, e sembra dare
origine ad unica specie di peso molecolare 187. dlmro stati osservati picchi
significativi nel profilo di eluizione con lo ionen/e 174, corrispondente alla
forma diacida. Questo indica inequivocabilmente clae PLE idrolizza
completamente la miscela racemica a dare solaaafai monoacido.

L’analisi non consente di individuare in quale pasne I'idrolisi avviene, 2 0
3, 0 se questa avviene in posizioni diverse pescaia enantiomero. Tuttavia non
sono stati condotti ulteriori studi dal momento dhemiscela, completamente
idrolizzata, anche se a uno solo dei due grupgrieston consente di separare |

due enantiomeri.
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1.3.4 Modifica del substrato

Dopo questo inizialescreening una serie di modificazioni sono state
apportate sia al substrato che alla miscela digrazIn particolare e stato testato
la reazione in solvente organico (etil-acetato &l-beetato) utilizzando I'enzima
CALB e CALB come descritto in letteratura da Liljab et al. 2002, oppure
sono state apportate delle modifiche al substnatibzzando rispettivamente la
miscela racemica 6-benzilottaidropirrolo[3,4-b]gina con gli enzimi ACS, PPL
e SUB ed infine il substrato dimetil-1-acetilpipkn-2,3-dicarbossilato racemo
con tutti gli enzimi della libreria. Solo in quagtimo caso sono stati ottenute
delle parziali idrolisi della miscela racemica dae dellenzima CALB e PLE,

come dimostra I'analisi HPLC-MS in Figura 1.21.

o -

T T T T T T T T T T
15.0 155 16.0 6.5 17.0 17.5 180 18.5 19.0 Time [min]

Figura 1.21

Profilo cromatografico di intensita ionica osseovamediante spettroscopia di massa. Substrato
dimetil-1-acetilpiperidin-2,3-dicarbossilato 10 mwh/e 246) prima-€) e dopo il trattamento con

la PLE 1mg/ml{) o con la CALB 1mg/ml-{) a generare il monoestere di m/e 232. Le strutture
molecolari sono solo indicative.

Risulta infatti che il substrato racemico dimetigdetilpiperidin-2,3-
dicarbossilato di m/e 246, viene parzialmente idralto, a dare la relativa forma
monoacida di m/e 232, sia mediante I'enzima CALB BtLE. Non € pero chiaro
se l'idrolisi avvenga al gruppo estere associat@aabonio in posizione 2 o 3
dell'anello piperidinico e neppure quale delle diseme enantiomeriche sia
idrolizzata. Tuttavia, seppure I'analisi non sisaqgtitativa, appare evidente che,
mentre nel caso della PLE l'idrolisi procede quasnpletamente, nel caso della

CALB essa sembra arrestarsi a generare quantitéamelzui di prodotto e
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substrato, suggerendo fortemente una idrolisi ersglettiva. Per questo motivo
e per I'elevata disponibilita commerciale dell’amai CALB rispetto alla PLE, in
vista di un impiego industriale, sono stati appnafiti gli studi solo riguardo alla

reazione catalizzata dalla CALB.

Grazie al legame N-C tra lI'anello piperidinico egiluppo acetile, & stato
possibile ripetere I'analisi mediante HPLC con cwla chiare, osservando le
specie chimiche, substrato e prodotti, medianevaiore UV/visibile a 210 nm,
previa eliminazione della componente proteica tramitrafiltrazione (Vivaspin
500, Sartorius). In collaborazione con Fabbricdiata Sintetici (Alte di
Montecchio Maggiore), la reazione € stata condottan reattore, a temperatura
ambiente con pH controllato (pH 6), effettuata reaethdo le concentrazioni
precedentemente utilizzate, con circa 1g di misaaleemica di dimetil-1-
acetilpiperidin-2,3-dicarbossilato e 0.1g di CALBa reazione € stata seguita
mediante prelievi successivi per tre giorni.

L’analisi riportata in Figura 1.22, mostra chiarantee come, mediante
I'enzima CALB, uno delle due forme enantiomeriched dubstrato diestere, in
particolare quello con conformazione (2S,3R), s&a#oscompletamente idrolizzato
(e.e. 98.4%) dopo circa 71 ore di reazione, meh#l&o enantiomero, con
configurazione (2R,3S) appare rimanere in formdiestere. L’assegnazione delle
configurazione e stata effettuata mediante trasdarome chimica dei prodotti
isolati e successivo confronto con specie di mfiento note. Non e tuttavia
ancora chiaro quale delle due funzioni estereadetilecola con configurazione

(2S,3R) sia stata oggetto dell’idrolisi.
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Figura 1.22

Analisi HPLC mediante colonna chirale, del substmitmetil-1-acetilpiperidin-2,3-dicarbossilato

trattato medante CALB, rispettivamente dopo 0 4&),(b), e 71 ore (c) di reazione. | tempi di
ritenzione sono rispettivamente ~9.4 min. per laecsp dimetil-1l-acetilpiperidin-2R,3S-

dicarbossilato, ~7.5 min per la specie dimetil-gtdgiperidin-2S,3R-dicarbossilato e ~6.5 min per
la specie metil-1-acetilpiperidin-2S,3R-dicarbaasil Nelle strutture molecolari la posizione di
idrolisi & indicativa ai soli fini rappresentativi.

Insieme questa serie di esperimenti confermanoadaninequivocabile come
sia stato individuata una combinazione di substihthestere metico acetilato, ed
enzima, la CALB, che ha consentito di ottenereiftei@nziazione chimica dei

due enantiomeri. Risulta inoltre che [lidrolisi pemle con una particolare
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regioselettivita, in quanto una sola dei due gruppteri viene idrolizzato,
generando il corrispondente monoestere.

Al fine di chiarire questo ulteriore aspetto, ueae di esperimenti NMR sono
stati condotti, dopo che le condizioni di reaziotesi come le concentrazioni di
enzima e substrato utilizzabili sono state ottiraiezzzome descritto nel paragrafo
1.3.5. Ad una miscela di reazione costituita dateéie acetilato 0.8M in tampone
fosfato 200 mM pH 6 sono stati aggiunti 20 mg/médzima CALB e
I'avanzamento della reazione e stato controllatdiame analisi HPLC.
Raggiunto un sufficiente livello di conversione @, substrato 60%, prodotto
monoestere 40%) la miscela e stata oggetto diemadi esperimenti NMR tra
cui spettro monodimensionale protonft6NMR, COSY, HMQC, HMBC,
confrontati poi con quelli effettuati su una miscel substrato diestere 0.8M.
Alcuni degli spettri sono di seguito riportati clanrispettiva assegnazione
protonica e carbonica (Figura 1.23, Figura 1.2dufd 1.25, Figura 1.26, Figura
1.27,

Tabella1.3). Prima dell’aggiunta della miscela di reazionkeakima € stata
tolta la frazione di sostanze conservanti, mediaipetuti lavaggi con Vivaspin
500 (Sartorius).
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Figura 1.23

Spettro '"H-NMR monodimensionali della miscela racemica dingiil-1-acetilpiperidin-S,R-

dicarbossilato, prima (sopra) e dopo (sotto) iftarmento con I'enzima CALB. Per I'assegnazione
protonica fare riferimento alla Tabella 1.3.

43



Sintesi biocatalitica della Moxifloxacina

Figura 1.24
Spettro bidimensionale COSY della miscela

dicarbossilato, prima (sopra) e dopo (sotto) itérmento con I'enzima CALB. Per I'assegnazione

protonica fare riferimento alla Tabella 1.3.
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Figura 1.25
Spettro bidimensionale HMQC della miscela

dicarbossilato dopo il trattamento con I'enzima @ALPer I'assegnazione fare riferimento alla

Tabella 1.3.
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Figura 1.26

Spettro bidimensionale HMBC della miscela racemida dimetil-1-acetilpiperidin-S,R-
dicarbossilato dopo il trattamento con I'enzima @ALPer I'assegnazione fare riferimento alla
Tabella 1.3.
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Figura 1.27

Particolare dello spettro bidimensionale HMBC delkaiscela racemica di dimetil-1-
acetilpiperidin-S,R-dicarbossilato prima (soprajapo (sotto) il trattamento con I'enzima CALB.
Per I'assegnazione fare riferimento alla Tabelt 1.
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a) b)
(0]
N\ .0 O Yo,
.0__,.-0 - ~Q H'CM St CYH™,
HI3CM CH CLHm3 ,
O HbCB a'cA ' .
N — HC
CF/ \CA c ) \
\ D C/H \ cF /N / \ Ti\cc\
G C
e Hh \ |\He \Hd H CG'/ Hr H
f 3
Ho H
Carbonio| ppm | Protone ppm Carbonio| ppm | Protonel ppm
CX HX CX HX
A 53.5 a 5.75 A 58.5 a' 5.2
B 42 b 2.7 B’ 42.5 b’ 2.9
C 235 c 1.45 C 235 c 1.55
D 215 d 1.75 D’ 215 d 1.7
E 44 e 2.0 E 39 e 2.0
F 173 f 1.45 F 173 f 1.3
G 21 g 3.8 G’ 21 g 3.8
H 171 h 2.9 H’ 171 h’ 2.35
[ 174 i 2.1 § 174 i 2.15
L 52.5 [ 3.65 L 53 I 3.65
M 52.5 m 3.7 M’ 53 m’ 3.7
C) d)
0 (@)
\ V. N\
O D Yoo 3H'°cM°'O\cH{ ¢~ OH
3Hl*cM* \CH /
A T
o\ \ 'A* CB bt Ha'C Hb"C e
CF*/ \C \ HC* O CD C
a* —
. :/CD* CC* N o —NT / \ | C
H"C®"
3 ) HY
lf*He* dr HCce
H9*
Carbonio| ppm | Protone| ppm Carbonio| ppm | Protone ppm
CX HX CX HX
A* 54 ax 5.7 A° 59 a° 5.1
B* 43 b* 2.55 B° 43.5 b° 2.85
C* 235 c* 1.5 Cce 235 c° 15
D* 215 d* 1.75 D° 215 d° 1.7
E* 44 e* 2.0 E° 39 e° 2.0
F* 173 f* 1.45 Fe 173 f 1.3
G* 21 g* 3.8 G° 21 g° 3.8
H* 171 h* 2.9 He 171 h° 2.35
I* 177 i* 2.1 ° 177 i° 2.1
|* 3.65 |° 3.65
M* 52.5 Me 52.5
Tabella 1.3

Assegnazioni dei carboni e dei protoni nelle digefierme caratterizzate mediante spettroscopia
NMR, della miscela racemica di dimetil-1-acetilpipn-2,3-dicarbossilato dopo il trattamento
con la CALB. Prima della reazione sono presentd $el due conformazioni, rispettivamente a
sedia (a) e a barca (b) del substrato dimetil-1Hpgeeridin-2,3-dicarbossilato, mentre dopo la
parziale idrolisi & presente anche la forma 2-nieticetilpiperidin-3-dicarbossilato nelle sue
corrispettive forme a sedia (c) e a barca (d).
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Tramite I'assegnazione protonica effettuata mediami esperimenti
monodimensionalH-NMR e bidimensionale COSY, e del carbonio, metiagi
spettri HMQS e HMBC, e il successivo confronto delgli relativi spettri della
miscela prima e dopo il trattamento con la CALBstato possibile associare in
maniera inequivocabile la posizione dell’estereolidzato, nonostante la
sovrapposizione parziale delle specie osservabili.

Come € gia stato precedentemente osservato ndiBiaNMR delle specie
diestere metilico e diestere etilico, soggetti 'dedliale screeningenzimatico,
anche nel caso del diestere metilico acetilato sssmmpre visualizzabili due
distinte popolazioni della miscela racemica, anichgquesto caso probabilmente
associabili alle due configurazioni in cui I'anelbgperidinico pud presentarsi, a
sedia e a barca. |l particolare € il confrontoHMBC della specie prima e dopo
del trattamento con la CALB (Figura 2.27) ad evidare che e I'estere metilico

associato al carbonio 3 dell’anello piperidinicoessere idrolizzato.

1.3.5 Miglioramento delle condizioni di reazione

Al fine di valutare I'applicabilita industriale dadirolisi selettiva individuata,
sono stati condotti una serie di prove di conwersienzimatica. Innanzitutto
sono state individuate le costanti cinetiche daksit mediante tecniche NMR. In
particolare e stata valutata la velocita di forroaei del metanolo, che essendo
prodotto equimolarmente al prodotto monoacido deralidrolisi e stato
utilizzato come indicatore piu immediato della rieae in corso.

L'intensita del segnale del metanolo acquisito e uno spettro
monodimensionale'H-NMR & stato inizialmente normalizzato mediante
un’apposita retta di taratura. Dopo di che, undesdr reazioni effettuate a
concentrazioni iniziali di substrato di estere cesdi, sono state sottoposte ad
analisi mediante spettri monodimensionali ripetatentervalli di tempo costanti.
L'incremento dell'intensita del segnale del metanah funzione del tempo, €
stata quindi utilizzata per stimare la velocita idrolisi ad una particolare
concentrazione iniziale di substrato. Ripetendstiaio a diverse concentrazioni
di substrato, rispettivamente da 1 a 50 mM e stitoda velocita di formazione

del metanolo, & stato possibile determinare, méeliaagressione non lineare

(Figura 1.28) le costanti cinetiche di conversiofle.substrato utilizzato e
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costituito dalla miscela racemica del diesteretatih per stimare le costanti
cinetiche é stata considerata solo la concentrazidel substrato realmente
idrolizzato, con configurazione (2S,3R), quindi uoancentrazione dimezzata

rispetto a quella della miscela racemica.
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Figura 1.28

A sinistra, concentrazione di metanolo stimata mei'H-NMR, in funzione del tempo dopo
l'aggiunta della CALB (5 mg/ml), utilizzando divergoncentrazioni di substrato (0.5 n#2.5
mM @, 5 mM A, 25 mM V). A destra, grafico della dipendenza della vebbaitiziale \4 in
funzione della concentrazione di substrato dinfetileetilpiperidin-2S,3R-dicarbossilato, da cui le
costanti cinetiche sono state ottenute.

| valori ottenuti sono rispettivamente Km: 141222 mM, Vmax: 0.00242
0.00012 mmoli/s, Kcat: 0.0014's 2.4 U/mg. Questi dimostrano una velocita di
catalisi discreta e suggeriscono di lavorare carcentrazioni di substrato elevate
(maggiori di 50 mM), al fine ottenere sempre la sirag velocita di catalisi.

Sono stati esegquiti, in seguito, in collaborazioren Fabbrica Italiana
Sintetici, esperimenti con diverse concentraziowzimatiche e di substrato al fine
di valutare la stabilita dell'enzima ad elevate @amirazioni di substrato. Le
reazioni, sono state condotte in condizioni di temafura (20°C), agitazione e pH
(6) controllato, finché il livello di idrolisi deknantiomero (2S,3R) ha raggiunto
un livello del 99.5%. I risultati sono riassunélia Tabella 1.4. Successivamente,
per valutare la stabilita termica, il livello di meersione e stato analizzando
variando la temperatura di reazione come mostraiabella 1.5. In quest’ultimo
caso la di substrato utilizzato e stati manterafgil elevata tra quelle mostrate in
Tabella 1.4.
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Buffer (ml) | Cal-B| Quantita | conc. ml/g Tempo di
(mg) |substrato (g) (Volumi) | reazione (ore)
50 50 0,5 100 150
50 50 0,5 100 160
10 100 1 10 90
10 200 2 5 80
50 800 10 5 85
250 3000 50 5 100

Tabella 1.4

Condizione di reazione testate e relativi tempiedizione ottenuti. Il tempo di reazione é riferito
all'ottenimento del 99.5 % di enantiomero (2S,3f&Rplizzato. La concentrazione del substrato &
espressa in volumi, cioé ml/g.

Temperatura] Conversione
(°C) dopo 80 ore (%)

30 88
35 92
40 95

Tabella 1.5

Temperature di reazione testate e relativi conwarsottenute dopo 80 ore dell’enantiomero
(2S,3R).

E inoltre stata valutata la possibilita di riutdere I'enzima a reazione
ultimata al fine di determinare se I'enzima potessgere riciclato in un processo
industriale: per recuperare la frazione enzimadicstato necessario utilizzare la
CALB in forma immobilizzata, commercialmente disfole, che pud essere
facilmente recuperata dalla sospensione mediantplge filtrazione.

Di seguito, in Tabella 1.6 sono schematizzatiultédi di conversione ottenuta e il
tempo necessario utilizzando sempre la stessaoffr@zenzimatica in forma

immobilizzata, variando anche la temperatura diiceee.

Riciclo n°| Temperatura Tempo finalelconversioe
(4®) (ore) (%)

Enzima | 5 220 97
fresco

1 20 240 98

2 40 100 99,5

3 40 80 94

4 40 80 96

5 40 80 90

6 40 70 [140] 80 [95]

Tabella 1.6
Prove di conversione enzimatica effettuata utilita I'enzima CALB immobilizzato, dopa

ricicli. Dopo il secondo riciclo é stato anche amta¢a la temperatura di reazione al fine di ridurre
i tempi di reazione.
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| risultati di questa serie di prove hanno messoewidenza la stabilita
dell’enzima cosi come e la sua applicabilita in amindustriale. La CALB, sia
in forma immobilizzata che solubile, e in gradoidfiolizzare l'iniziale miscela
racemica con elevata enantioselettivita, in acqaasentendo successivamente di
separare i dueis enantiomeri: uno come diestere e il secondo comeossiere.
La separazione delle due molecole, dopo [lidrolisiediante CALB
immobilizzata, puo essere effettuata mediante aAstra in fase organica: studi
condotti presso la Fabbrica Italiana Sintetici lamermesso di individuare le
condizioni appropriate, in particolare, dopo lao#ione dell’enzima, in ambiente
leggermente basico la frazione di diestere restambeessere estratta in acetato di
etile, mentre quella monoacida rimane in fase asguioa reazione € stata provata
con 80g di substrato iniziale, ottenendo un reddedantiomero desiderato >
47%, con e.e.>99%. Se il riciclo di enzima in fornmamobilizzata a 40°C
determina una parziale perdita di attivita enzioamthei successivi ricicli, a
temperature piu basse (30°C) I'enzima puo0 essdligzato cinque volte senza

una significativa perdita di attivita.
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1.4 Conclusioni

Nel presente lavoro si propone una nuova via gognazione del sintone S,S-
diazabiciclononano, importantaiilding blockdell’antibiotico Moxifloxacina. In
particolare si propone la preparazione di un sw@eTynsore enantiomericamente
puro, mediante idrolisi stereoselettiva, in solaeioacquosa, di una miscela
racemica costituita dai dueis enantiomeri del dimetil-1-acetilpiperidin-2,3-
dicarbossilato. L'idrolisi viene effettuata mediantutilizzo di un enzima, la
lipasi B di Candida antartica che idrolizza con elevata enantioselettivita
'enantiomero dimetil-1-acetilpiperidin-2R,3S-dibassilato, a dare la relativa
forma monoestere. Mediante estrazione organicabstrato non idrolizzato, con
configurazione voluta, pu0 essere separato dallacetda di reazione e
successivamente trasformato, mediante passaggiicthinoti, nel sintone
desiderato (Figura 1.29). L’enzima ha dimostrat@lenata enantioselettivita, sia
in forma solubile che immobilizzata, ed inoltre icegelettivita, cioeé la capacita di
idrolizzare uno solo delle due funzione esteree digietil-1-acetilpiperidin-
2R,3S-dicarbossilato, in particolare quella in pmsie 3.

Seppure il processo di risoluzione racemica coaseinvttenere al massimo |l
50% di resa dal substrato inizialmente usato, dtestidrolizzato potrebbe sia
essere considerato per un nuovo processo di razanune, sia essere utilizzato
per la preparazione di altri principi attivi. llqgesso, ritenuto di interessante dal

punto di vista applicativo, & stato sottoposto maoda di brevetfo
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Figura 1.29
Risoluzione racemica effettuata mediante la lip8sali Candida antartica(CALB) per la
preparazione di un precursore chimico del S,S-thiaikdononano.

52



Sintesi biocatalitica del testosterone

2 Sintesi biocatalitica del testosterone

2.1 Introduzione

2.1.1 Sintesi del testosterone: stato dell’arte.

| composti stereoidei sono responsabili di moltaezfani biologiche, che
vanno dall’attivita ormonale all’assorbimento caadligestione lipidica, la crescita
e la proliferazione cellulare, la costituzione estabilita delle membrane cosi
come la sintesi di acidi bili#l Molti principi farmaceutici stereoidei sono
variamente utilizzati come agenti diuretici, cootettivi,  sedativi,
antinfiammatori, dermatologici, anti-androgeniaitiscancro, pro-progesteronali,
anabolizzanti o per altre applicazioni. A causdadieiro complessita molecolare,
spesso questi composti sono sintetizzati a pad@ecomposti naturali come i
fitosteroli che possono essere ottenuti dalla $ptaitosterolo, campesterolo e
stigmasterolo), dalle conifer@-6itosterolo, campesteroloffesitostanolo) o dalla
colza @-sitosterolo, campesterolo e brassicasterolo).

Queste fonti naturali sono spesso utilizzate per pieoduzione di
androstendione e androsta-1,4-dien-3,17-dione, relppresentano i substrati
basilari per la successiva produzione chimica otebimlogica di farmaci
stereoider %

Il testosterone, come farmaco, € utilizzato pefedditi trattamenti quali il
mancato sviluppo nella puberta, I'ipogonadismo obpgmi sessuali nel’'uomo.
Tuttavia € ampio anche il suo abuso con propositi medici, come nel doping e
nel culturismd'. Esso rappresenta, con sette decadi di impiegicaliuno dei
piu longevi farmaci usati con una richiesta morel@ie recentemente ha superato
le 15 tonnellate anno, per un valore di quasi 9@m di US$ (fonte: Thomson
Reuters).

La trasformazione dell’economico androstendione XADtestosterone (TS),
ad alto valore aggiunto, consta di una riduzionkecdebonile in posizione 17 a

dare la relativa formg-idrossilata, effettuata industrialmente mediantattyo
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passaggi chimié¢f (Figura 2.1). Dal momento che un altro gruppo oaile,

quello in posizione 3, puo essere ridotto a dareldtivo idrossile, la reazione non
risulta solo stereoselettiva, ma anche regiosedettia complessita della
trasformazione chimica deriva proprio dalla nedassli proteggere, ridurre

selettivamente e deproteggere i gruppi carbordigia molecola.

Figura 2.1
Sintesi chimica del testosterone a partire dallirastendione. Immagine adattata da Andryushina
1987

Alcuni processi fermentativi permettono di ottenéreestosterone partendo
direttamente da substrati grezzi come i fitostemldal colesterolo mediante
l'impiego di microrganismi comeactobacillus bulgaricu® Mycobacteryurit=°
Partendo invece da androstendione, altri processmdntativi sono stati
considerati per la sintesi del testosterone, meglidiutilizzo del lievito
Saccharomyces cerevistaee del fungo Beauveria bassiarfy o mediante
'impiego di estratti cellulari dPseudomonas testostergmér la trasformazione
inversad®. Tuttavia questi processi, seppur pill economispeito ai processi
chimici, danno rese modeste e portano alla fornm&zidi sub-prodotti che

rendono complesso l'isolamento della specie d'egse.
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2.1.2 Sviluppo di una nuova via di sintesi

2.1.2.1 La biocatalisi

Al giorno doggi le trasformazioni chimiche effetiie mediante
microrganismi o estratti enzimatici rappresentamoimportante strumento che
affianca la chimica classica, con un impiego in Emgspansione nel panorama
delle tecnologie utilizzate per la sintesi indus#i™ *

| principali vantaggi di questa tecnologia, in paotare nell'utilizzo di
enzimi, sono: (i) la loro compatibilita ambientat®n una notevole riduzione dei
costi di smaltimento e di sicurezza; (ii) la seldth e I'efficienza di catalisi; (iii)
la possibilita di lavorare in condizioni blande, ncain notevole risparmio
energetico; (iv) la loro compatibilita reciprocahec consente di effettuare piu
trasformazioni contemporaneamente; (v) I'ampiaetalhza per substrati non
naturali. Gli svantaggi sono invece associati ddeo natura biologica: (i)
impossibilita di lavorare in condizioni “estremepH, temperatura, solventi,
concentrazioni), (ii) la necessita di utilizzarg, alcuni casi, specifici cofattori,
spesso molto costosi.

L'utilizzo di enzimi consente di effettuare tuttaedla serie di trasformazioni
che, in alcuni casi trascendono quelle che avvemgomatura: (i) I'idrolisi o la
sintesi di esteri, amidi, lattoni, lattami, eteanidridi, epossidi e nitrili; (ii)
I'ossidazione o la riduzione di alcheni, alcangtsmi aromatici, alcoli, aldeidi e
chetoni, sulfidri e sulfossidi; (iii) 'addizione keliminazione di acqua, ammonio,
cianuro; (iv) alogenazione e dealogenazione; (ehikzione e dealchilazione;
(vi) carbossilazione e decarbossilazione; (vimsoizzazione; (viii) reazioni di

aciloinazione e aldolazione; (ix) addizione di Mgl (x) reazione Diels-Aldér.

2.1.2.2 L'impiego delle chetoreduttasi

Sebbene nell'industria chimica I'impiego piu comsige di enzimi sia dato
dalle lipasi, anche gli enzimi in grado di effetteiareazioni redox sono
ampiamente proposti come catalizzatori specificllaneintesi di molteplici

farmacf?. Gli enzimi utilizzati in reazioni redox sono diviin tre categorie:
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deidrogenasi, ossigenasi, ossidasi. Tra questieidrogenasi sono ampiamente
utilizzati per la riduzione dei gruppi carbonili dideidi e chetoni o di doppi
legami, generando specifici centri stereogenici.

La principale e cruciale differenza che distingueesii enzimi dalle altre
tipologie utilizzate in biocatalisi, & rappreseatdal fatto che questi necessitano
di un cofattore disposto ad accettare o donareeglivalenti necessari per la
riduzione o l'ossidazione. La maggior parte di queszimi utilizzano come
cofattore la nicodidammine adenin dinucleotide (NAD o il relativo fosfato
(NADP(H)), mentre piu raramente sono utilizzatefl&eine (FAD e FMN) o il
pirrolochinolin chinone (PQQ). A causa della lomwipitivo costo, le reazioni
redox associate non vengono mai effettuate utideaquantita equimolari di
cofattore ma viene, invece, rigenerato “in situ”dia@te una seconda reazione
associata, con substrati e prodotti diversi, cgengra il potenziale chimico del
cofattore. Questa seconda reazione puo essere@kaaatalizzata dallo stesso

enzima o da un secondo enzima presente nella mistetazion€ (Figura 2.2).

oo OH O Enzyme A
o L (ADH) EH\
—— T — -
R /‘.f - \}\ R ™ R ™~ 7 N R
| Single !
NAD{P)H !enzyme, napyp)y* NAD(P)H NAD(P}*

o \i\.{ADH].JE/,’ o \ | /

| Cosubsirate En B

+ Coproduct

s

Figura 2.2

Schema delle due modalita di riciclo del cofattoee:desta un singolo enzima effettua la
trasformazione desiderata e rigenera il cofattetariorma necessaria, mediante I'impiego di due
diversi substrati; a sinistra, mentre un primo eraicatalizza la reazione voluta, un secondo
rigenera il cofattore mediante la trasformazioné pl@prio substrato. Immagine adattata da

Kroutil et al 2004,

Le chetoreduttasi possono comunque essere utdizpat catalizzare la
reazione di riduzione cosi come di ossidazione: mgrdere maggiormente
favorita una direzione rispetto all’altra bisogres@ciare a questa una reazione,
che rigenera il cofattore necessario nello statmshidazione desiderato. Ad
esempio, tra i vari enzimi di rigenerazione comrnadneente disponibili, la
glucosio deidrogenasi consente di rigenerare il KAB mediante la conversione
del glucosio in acido gluconico, che ciclizza imesibilmente ino-glucolattone,
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mentre la formiato deidrogenasi lo rigenera trasordo il formiato in acido
formico, che in acqua evolve in G@bbandonando la reazione: in entrambi i casi
la reazione e irreversibile e agisce da motore idiper catalizzare la reazione di
riduzione voluta. Altri enzimi come molte alcol deagenasi, consentono di
rigenerare invece la forma ossidata NAD(P)+. Lezi@a catalizzata con le
chetoreduttasi diventa industrialmente interessaole con untotal turnover
number(TTN) = 1C°, corrispondente al numero di moli di prodotto ot sul

numero di moli di cofattore utilizzato, durantetéuia vita dell’enzima.

2.1.2.3 Sintesi chemoenzimatica del testosterone

Una singola trasformazione biocatalitica del anddesne-3,17-dione (AD)
in testosterone (TS) rappresenterebbe, industrigkne una promettente
alternativa alla sintesi chimica, sia dal punt@idia dei costi che della resa finale.
Come precedentemente descritto la sintesi del desome a partire
dall’androstendione, rappresenterebbe una singdlazione stereo- e regio-
selettiva di un chetone ad alcol. Formalmente &xiome risulta tra quelle che
possono essere effettuate mediante I'impiego demmma che, tuttavia, deve
essere in grado di ridurre con una particolareestselettivita § e nona) e
distinguere il gruppo carbonilico da ridurre in @Eisne 17 anziché in posizione 3,
che deve rimanere tale.

Se la stereo-selettivitd € tipica di molte chewuttasi note, la regio-
selettivita sarebbe, in questo caso, molto pe@ylidata la notevole somiglianza
dell'intorno chimico che caratterizza i due grumarbonilici: basta osservare
come una rotazione di 180° della molecola (FiguB),2ungo un ipotetico asse
perpendicolare al piano costituito dallo schelestereoideo, porti quasi al
ripristino della posizione dei gruppi chetonici,mtistrando che la molecola
possiede, quasi, una asse di simmetsial€entro della molecola.

Seppure un putativoscreening con chetoreduttasi commercialmente
disponibili potesse consentire di individuare unziera stereoselettivo, la
combinazione di regio- e stereo-selettivita sarebificiimente ottenibile con
guesto approccio e richiederebbe la disponibilitardestesa libreria enzimatica,

con elevati costi e senza garanzia di successo.
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Figura 2.3
La rotazione della molecola di androstendione ttspad un asse fcentrale porta i gruppi
chetonici in posizione 3 e 17 quasi nelle recipeopbsizione iniziali.

Tuttavia sia il testosterone che l'androstendioappresentano composti
naturali, diffusi soprattutto in organismi evolutipve svolgono principalmente
un’attivita di segnalazione ormonale. La loro iot@rversone rappresenta uno dei
meccanismi di accensione e di spegnimento molexoldre gli organismi
utilizzano per attivare o spegnere vie metaboliafiecrescita o di sviluppo.
Poiché la maggior parte delle reazioni che caiati@no gli organismi viventi
sono catalizzate da appositi enzimi, anche in guestso la trasformazione
dell’andostendione in testosterone potrebbe essdadizzata da enzimi specifici.
L’enzima dovrebbe essere individuato direttamenteoriganismi viventi per i
guali questa interconversione sia documentata, qudati purificata o espressa in

forma ricombinante per I'utilizzo industriale.

2.1.3 Individuazione degli enzimi

2.1.3.1 Le 17B-idrossisteroide deidrogenasi

Esiste una categoria enzimatica che in naturaizzédla riduzione del gruppo
carbonilico in posizione 17 nei sistemi stereoidpigella dellel75-hydrosteroid
dehydrogenaseq173HSD) (E.C. 1.1.1.51), presenti sia in sistemi etiolu
(mammiferi) che non evoluti (batteri, funghi, ligyi Trattandosi di una riduzione,
'enzima necessita di un co-fattore che per quesitegoria enzimatica e
rappresentato da NADH o NADPH.
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Nella review di Dovonaet al. 2005 & descritto quanto si conosce e le
potenziali applicazioni di questa categoria enzicaated € riportata una lista dei
microrganismi noti che sono in grado di effettuquesta trasformazione. Tuttavia
solo in alcuni ca$f I'enzima & stato caratterizzato e studiato comecrile la

seguente Tabella 2.1.

Properties of micmobial 17TR-SDH

Enzyme/organizm Reference Maolecular weight Subunit composition Specific activity
(o limin = mg)

1 7R-0H SDH Alcaligenss sp. 7 GEOOD Dimer 03

17p-0H SDH Cockiilobolus funans [30] G000 or 120000 Dimer or tetramer 25% 1073

17R-0H SDH C. radicicola (591 SEA(D Dimer 4

17R-0H SDH P asrrearus [34] 35000 Dimer 1.3% w3

I(1TIR-0OH SDH F restosrerond [55] QRSO0 Tetramer o

17R-0H SDH P resrostemone [ 54] - M omomer 018

I1TIR-0H SDH 5 kydrogenans [23] M onomer (i

1 7TR-0H SDH (1) Mycob i &p. Etl [ 6,61 M onomer 1.28

1 7R-0H SDH (2) Mycobacrerium sp. Etl [ 6,61 ] Tetramer 1.7

Tabella 2.1

Lista di 1BHSD caratterizzate. Immagine adattata da Do\, 2005,

Tra quelli elencati, 'unico enzima espresso imfarricombinante € quello di
Cochliobolus lunatusche e stato anche ingegnerizzato con alcune mouoteaa
fine di aumentarne la specificitd per substratoee ip cofattoré®>? Esiste la
struttura cristallografica dellapBl7p HSD di Comamonas Testosterchiche
tuttavia non possiede regioselettivita. Non esst@mzimi commercialmente
disponibili che siano capaci di convertire regitetleramente I'androstendione in
testosterone: la Sigma-Aldrich propone lg3-idrosteroide deidrogenase @i
testosteronicon bassa regioselettivita.

Le 17BHSD piu studiate in letteratura sono quelle umaerehe implicate in
diverse patologie, determinate da una deregolazawielivello ormonale, del
metabolismo degli acidi grassi, degli steroidi gldacidi della bile. Sono per ora
noti 14 enzimi appartenenti a questa categoriauoefio, ciascuno con una
funzione differente in base al tipo di substratcediato a alla localizzazione
tissutale in cui viene espressa, che ne distinigtipa. Molti di essi partecipano
alla regolazione del livello di estrogeni ed andmig mediante la conversione in
posizione 17, modulandone quindi I'azione biologitza forma cheto- e attiva
mentre la forma idrossi- € inattiva (Figura 2.4pa kpecificita del substrato
accettato e la direzione di catalisi varia moltdbase al tipo di enzimacome

rappresentato dalla Figura 2.5.

59



Sintesi biocatalitica del testosterone

inactive active Figura 2.4
A sinistra, le 1BHSD
modulano l'interconversione

‘ﬁ degli estrogeni in androgeni

mediante una reazione redox.
O‘ - Immagini adattata da
; : 2
HO estrone 4] pr— - estradiol  OH Mindnich et aIZOOZf’ .

=
(4]

[v]
Ad-androstenedione testosterone

HSD2, 4 Hsm 5 HSD2, B Hsua 5 ﬁgz 4.4 HsD1,5, 7o

Ec:RD

Figura 2.5

Schema riassuntivo delle trasformazioni principalediate dalle 13HSD nelluomo. Le
abbreviazioni HSD1, 2 ecc. corrispondono allf 1drosteroide deidrogenasi di tipo 1, 2 ecc.;
3aDH, 3a idrosteroide deidrogenasifiBH/iso, P deidrogenasii5-Ad-isomerasi; aro, armatasi o
citocromo P450CYP19; dRD, Sa-reduttasi; molecole descritte: (1) deidroepiantgnasie, (2)
A4d-androstenedione, (3) estrone, /) —androstenef817B-diolo, (5) testosterone, (6) estradiolo,
(7) 3a,17B-androstanediolo, (8) diidrotestosterone, (8)13B-androstendiolo, (10) androsterone e
(11) androstanedione. Immagini adattata da Mindetcii. 2004,

Tutte le 1BHSD umane, a meno della@IHSD di tipo 5, appartengono ad
una superfamiglia di enzimi definiti conghort-chain dehydrogenase/reductase
(SDR) che, nelluomo sono all’incirca 70. LaBHSD tipo 5, invece, appartiene

evolutivamente ad un’altra superfamiglia, quelledaldo-keto reductasfAKR).
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Le due superfamiglie possiedono dpatterns conservati rappresentati da
amminoacidi posizionati in regioni importanti periconoscimento dei substrati o
per lattivita catalitica, che sono schematizzati Tabella 2.2. Molte delle
17BHSD umane appartenenti alle SDR hanno anche unarkespecializzazione
di alcune regioni, che tuttavia non sono sempregme, tra cui la regione per |l
legame al cofattore (TGxxxGxG), la regione compresal legante del cofattore
e il sito attivo (NAG), il sito attivo compreso nghttern PS00061 (YxxSK) e una

regione C-terminale (PGxxxT).

Nome pattern

Superfamiglia (Pfam)

Sequenza

[LIVSPADNK]-X(9)-{P}-X(2)-Y-
[PSTAGNCV]-[STAGNQCIVM]-
[STAGC]-K-{PC}-[SAGFYR]-
[LIVMSTAGD]-x-{K}-[LIVMFYW]-{D}-
x-{YR}-[LIVMFYWGAPTHQ]-
[GSACQRHM]
G-[FY]-R-[HSALJ-[LIVMF]-D-
PS00798 [STAGCL]-[AS]-X(5)-[EQ]-X(2)-
[LIVMCAJ-[GS]
[LIVMFY]-x(8)-{L}-[KREQ]-{K}-
[LIVM]-G-[LIVM]-[SC]-N-[FY]
[LIVM]-[PAIV]-[KR]-[ST]{EPQG}-
PS00063 {RFI}-(2)-R-{SVAF}-x-[GSTAEQK]-
[INSL]-x-{LVRI}-[LIVMFA]

SDR PS00061

AKR PS00062

Tabella 2.2
Schema riassuntivo dedatternstipici delle due principali superfamiglie cui apfngono le
17BHSD nell'uomo.

2.1.3.2 La 17B-idrossisteroide deidrogenasi di tipo 5 umana

Come precedentemente mostrato in Figura 2.5, igoteversione del 4-
androstene-3,17-dione in testosterone nell'uommevienediata solo da alcuni
enzimi: la 1BHSD di tipo 2, 3, 5 e 8. Se lafHSD di tipo 8 e praticamente priva
di informazioni bibliografiche, la 2 e la 3 sonuls parzialmente caratterizzate
** mentre la 1HSD di tipo 5 & ben conosciuta in quanto ne & siatdta la
struttura cristallografica °° al fine di individuare inibitori specifici per qa®
enzima, che potrebbero essere utilizzati nel tredtdo del cancro alla prostata.
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La proteina €& stata espressa Ercoli, e cristallizzata in complesso con 4-
androstendione e NADP+ o con testosterone e NADP+.

Dalla struttura cristallografica e stato propostotee il meccanismo catalitico
che prevede l'ingresso del substrato AD e del tm@tNADPH nel sito attivo
mediante due canali indipendenti (Figura 2.6). L'ADtra nel canale con la
porzione 17-keto rivolta verso il sito attivo, geazal riconoscimento
stereospecifico svolto dai residui Phe306 e Trp224.reazione induce un
cambiamento conformazionale sia nell’anello nicealimminico del NADPH che
nell’anello D dello steroide, e la formazione debgotto testosterone porta alla
formazione di un nuovo ponte idrogeno tra il grudpeidrossi e la Serl118, che
consente di immobilizzare il prodotto fino all’abiono del sito catalitico del
cofattore NADP+.

Figura 2.6

Immagine dell’'enzima 1BHSD di
tipo 5 umano in cui si intravedono
I'androstendione, il cofattore
ossidato NADP e i relativi canali
d’'ingresso al sito attivo. Immagine
adattata da Qiet al.2004°.

Nonostante l'attivitd 17-keto-reduttasica di questwima sia la principale,
I'espressione in via ricombinante ne ha rilevatohanl’attivita 3-keto e 20-keto-
reduttasica cosi comer3 17B- e 2@-idrosteroide ossidasica.

Nel lavoro di Dufortet al. 19997 la 1BHSD5 umana & stata espressa in
cellule umane in coltura (Hek 293) e ne é statdiata in vivo la capacita di
convertire I'androstenedione in testosterone e idradestosterone in o317p3-
androstandiolo (rispettivamente I'attivitapflé 3u-cheto-reduttasica) valutandone,
dunque, la regioselettivita. Questa viene confant@on quella rilevata

esprimendo nelle stesse cellule 'omolog$H3%D di tipo 5 di topo (1FHSDS),
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la 17BHSD di tipo 3 umana (BPHSD3), precedentemente citata, e 'umana
3aHSD di tipo 3 (&HSD 3) come controllo dell’attivita indesideratagifira 2.7).

Figura 2.7 A B
L'attivita 178 e 3x cheto 601 =—a ddione—» Tecto 100 .
reduttasica di cellule 293 @70 BHT = Sa-diol —
intatte trasfettate .l
rispettivamente per 40 e |
I'espressione della 204 -
17BHSD5 umana (A), 40 ] f,’j
17BHSD3 umana (B), § *] /.(
17BHSD5 di topo (C) e Z 5. 20
la 30HSD umana (D). £ s o
Abbreviato: 4-androsten- & ° 0 Gpomty=t
3,17-dione  (4-dione), Em_c o D
testosterone (Testo), —_— 4 . -
diidrotestosterone £ 5 /" &
(DHT), ,1B
androstenediolo. B0 &0 ¥
Immagine adattata da f
Dufurt et al. 1999 0] a0

20 o i

0 dpoee T : : L0 "Fr__-_-__- ,

0 5 10 15 2 25 0 5 10 15 20 2%
Time {hours)

Da questo lavoro si evince come la frazione dviddti3u-keto-reduttasica sia
contemporaneamente presente a quellf-kEfo-reduttasica, ma sia tuttavia
minore nel caso della BHSD3 umana e della BHSDS5 murina, rispetto al caso
della 1BHSD5 umana. Sempre nello stesso lavoro si ossée/dacstabilita della
17BHSD5 umana risulta molto bassa: infatti dopo omegearazione I'attivita
17B-keto-reduttasica residua e pari al 10% di queatiziale. Inoltre, quando
questa viene espressa in via ricombinaBtedli), la quantita di enzima necessaria
ad ottenere la stessa attivitapigheto-reduttasica € decisamente superiore nel
caso in cui I'enzima venga purificato rispetto afiivita presente in cellule intere,
ad indicarne una notevole perdita di attivita dteda purificazione (Figura 2.8).
Per ottenere la proteina purificata al fine di stk la struttura cristallografica,
infatti, sono state adottate una serie di accoetert protocollo di purificaziorig

Se la principale trasformazione catalizzata dalfRHSD5 umana €& noto
essere quella dellandrostendione in testostercpneje dimostrato anche nel
grafico in Figura 2.5, un’analisi con altri subsiravolta sempre da Dufoet al

1999, ha dimostrato che la trasformazione del @mgene in 20-
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idrossiprogesterone é piu consistente (Figura 2@)indicare un ipotetico altro

ruolo dell’enzima.

A Figura 2.8
KDa Confronto tra le quantita di enzima HSD5
umano, stimato mediante Western Blot (A),
68 — necessarie per avere lo stesso livello di attivita
45 — enzimatica (B), in cellule intere (T) e in forma di

-— > enzima purificato (P). Cellule non trasfettate (NT)
Immagine adattata da Dufaet al1999".

29 —
B &
f-_
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Figura 2.9

Sotto e a destra, confronto delle diverse attivi Bl 4-dione — Testo
catalitiche della 1PHSD5 umana. Abbreviato: F DHT — A-dione
4-androsten-3,17-dione (4-dione), testostero Ld E1—E2
(Testo), diidrotestosterone (DHT), estrone (E1 = E2 +E1
estradiolo (E2), diidroepiandrosterone (DHEA) L] DHEA — 5-diol
A5-androstene{817B-diolo (5-diol), 2 Teslo — 4-dione
progesterone (Prog) e @@drossiprogesterone.

Immagine adattata da Dufaet al. 1999’
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2.1.3.3 La 17B-idrossisteroide deidrogenasi di tipo 5 murina

Nel caso della 13HSD5 di topo precedentemente introdotta (Figurg, 2.7
invece, l'attivita enzimatica nei confronti del stfato androstendione rimane
inalterata anche dopo omogeneizzazione delle eelldgk 293 in cui viene
espressd, ad indicarne una maggiore stabilita. Sembra pei la 1BHSD5 di
topo possieda una differente specificita per i sabigispetto al’'omologa umana,
essendo preferita la conversione dell’androstergdinriestosterone (Figura 2.10).

80 q
501 _
—_ 4-dione <= Tesio 5 /-l-
6 T 60 7
= 407 E e
: 5 f/?_/
E i 77
- - a ;
E 2 30 st
£ S 5
= p:
3 20 G;
° £
2 101 2
. -
Intact Cells Homogenate M?L]I:‘%?H%p[?
B E1-E2
4-diona — Testo
[ Prog = 20a-0H-Prog
Figura 2.10

A sinistra, confronto tra I'attivita catalitica dellule 293 trasfettate per la sintesi dell8D5
murina, prima e dopo I'omogenizzazione. A destmfionto delle diverse attivita catalitiche
della 1BHSD5 murina. Abbreviato: 4-androsten-3,17-dionedi@he), testosterone (Testo),
estrone (E1), estradiolo (E2), progesterone (Pedtfp-idrossiprogesteroné

Un simile studio sulla selettivita dell’enzima nmwié stato compiuto dallo
stesso gruppo con altri substratil risultati ottenuti (Figura 2.11) suggeriscono
che questo enzima, a differenza del’omologo umaisojti molto piu selettivo
nei confronti del substrato androstendione. La eddfte selettivita tra la
17BHSD5 di topo rispetto a quella umana puo esseretdaoaila sostituzione di
alcuni residui in prossimita del sito cataliticajatj la Ser 118 e la Phe 306,
mentre la maggiore stabilita pud essere determitataostituzioni nelle regioni

superficiali.
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Figura 2.11
4-dione — T _I Confronto della reattivita della
T = d-dione 17BHSD5 murina rispetto diversi

substrati: 4-androsten-3,17-dione

£~ & _ (4-dione), testosterone (T), estrone

(E1), estradiolo (E2), &
androstane-3,17-dione (A-dione),
diidrotestosterone (DHT),
androsterone (ADT), &
androstane-®,173-diolo (-
diol), diidroepiandrosterone
(DHEA), A5-androstene{817B-
diolo (5-diol), progesterone (Prog)
e 2Mm-idrossiprogesterone (20
OH-Prog). Immagine adattata da

Activity Rheaultet al. 1999
{% of transformation)

E2 —+ E1 |

A-dione — DHT

DHT — A-dione

ADT — Jce-diol
3n-diol — ADT
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Nonostante cio le due sequenze amminoacidiche quis®d un’identita del
75%, a indicare una notevole omologia tra i duganenzome mostrato in Figura
2.12.

Clustal Wscore 75

human MDSKQQCVKLNDGHFMPVL GFGT YAPPEVPRSKAL EVTKLAI 60
mouse MDSKQQTVRLSDGHFI Pl LGFGTYAPQEVPKSKATEATKI Al 60
human Al RSKI ADGSVKREDI FYTSKLWSTFHRPEL VRPAL ENSLKKAQLDYVDLYLI HSPM 120
mouse Al RSKI ADGTVKREDI FYTSKVWCTFHRPELVRVCLEQSLKQLQLDYVDLYLI HFPM 120
human SLKPGEELSPTDENGKVI FDI VDL CTTVWEANVEKCKDAGEAKSIGVSNENRRQLEM LNKP 180
mouse ANKPGENYLPKDENGKLI YDAVDI CDTVEAVEKCKDAGLAKSI GVSNENRRQLEKI LKKP 180
human GLKYKPVCNQVECHPYFNRSKL L DFCKSKDI VL VAYSAL GSQROKRWDPNSPVLLEDPV 240
nmouse GLKYKPVCNQVECHPYLNQGKL L DFCRSKDI VLVAYSAL GSHREKQUWDQSSPVLLDNPY 240
****************: *: . ******: **************: *: *: * k * . *****: * %
human LCALAKKHKRTPALI ALRYQL EFQLTAEDVKAI DGLD 300
nmouse LGSMAKKYNRTPALI ALRYQL FEFQLTSEDVKVLDDLN 300
* ***: **********************: . *: **: *: ********: ****' *' *:
human RNLHYFNSDSFASHPNYPYSDEY 323
nmouse KNI RYl SGSSFKDHPDFPFWDEY 323
******* * k *
Figura 2.12

Allineamento tra le sequenze amminoacidiche defRHEDS5 umana e quella di topo effettuata
mediante ClustalW. Evidenziati i relativipatterns che caratterizzano la famiglia delle AKR
(PS00783,PS0006 MIBSEB063) e i residui coinvollianeatalisi enzimatica (in giallo) come
descritto (paragrafo 2.1.3.1).

Le sue due isoforme native, cioé purificate daussono state caratterizzate
da Haraet al. 1987. In questo lavoro sono state determinate le ndstaetiche
di conversione da AD a TS, da estrone &@-&3tradiolo, etiocolanolone a

etiocolanediolo, cosi come le relative conversmpposte (Tabella 2.3): i risultati
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ottenuti indicano, per le due isoforme, un valore W/mg nella conversione
del’lAD in TS. Inoltre e stata individuata, semprediante analisi cinetica, la
modalita di catalisi, che consiste in un meccanismtbnato di tipo bi-bi, dove il

NADP+ viene legato dall’enzima libero prima del swhto idrosteroideo e il
prodotto chetostereoideo lascia per primo I'enziseguito dal cofattore NADPH;
I'ordine appare invece invertito nella reazione agtp. Il modello € compatibile

con quello proposto per la fASD5 umana ottenuto dal modello cristallografico.

M2 M3
- Oxidation
ETDO* Testosterone  Estradiol-178 ETDO« Testosterone  Estradiol-178
KoM T 12 0 T 0.8 8.7 C 0.7 8.4
K (M) T 10 0.8 0.6 3.8 4.8 10. 5
KM - -~ 2.0 - 15.8 - 218 - 1.4 - - - 347 - - - 50.0
¥z (units/mg) 1.52 0. 66 0.39 6.7 3.46 2.61
M2 M3
Reduction Androstene- ' Androstene-
_ ... ETLs. = . dione. . Estrone . . ETL»=s dione.. . Estrone
K'q’(pM) ’ 0.3 ' 0.5 0.9 0.9 1.0 0.8
Kia (uM) 12 1.7 1.7 2.5 3.8 3.2 .
Kp (uM) L6 3.2 10.4 10.1 4.9 134
Ve(unitsfmg)-— -~ - -0:66 ~  ~ 0.25 - - Q2L - < - - =2:65 - 0.92~ 1.24
Tabella 2.3

Tabella riassuntiva delle costanti cinetiche stampér le due isoforme M1 e M2, purificate da
tessuto, della IHSD5 murina. Sigle abbreviate: Costante di Mictgaklenten (K) per il NADP+
(), il 1B-idrossisteroide (b), il NADPH (p), il 17-chetostate (q); velocita massima per la
reazione diretta (i) e inversa (r); etiocolandi(di DO); eticolanolone (ETL). Immagine adattada
da Harzet al. 1987.

Anche la 1BHSD5 di topo e stata espressa in via ricombinamtE.coli,
come riportato in un lavoro di Deyashikt al 1995, ed un protocollo di
purificazione e gia stato individuato (Tabella 2.4) questo lavoro tuttavia, della
17BHSD5 viene studiata I'attivita deidrogenasica, @ mpiella cheto-reduttasica
(usando NADP come cofattore), per tutta una serie di subswiascritti in

Tabella 2.4, per i quali sono stati stimati ancharametri cinetici.
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Tabella 2.4 TarLe 11
A destra, tabella purificativa della s ica; ke s
17BHSD5 murina espressa in forms Step Protein _Total Specific Yield

activity activity

ricombinante in E.coli. Sotto, le —
costanti cinetiche identificate pet e e BRI '

: . o e ell extrac 5 .27 0.004 100
diversi substrati idrossilici. Tabelle 55 yon " o i o 70
adattate da Deyashikt al 1995. ammonium

sulfate fraction
Sephadex G-100 a3 am 0.010 60
-Sepharose 33.8 3.56 0.105 57
Matrex red A 1.2 1.85 1.54 30
Rechromatography 0.65 1.61 2.48 27

on Sephadex
G-100

r17a-H8D
Substrate ldentified product . .

FIL] min ™!
Sa-Dihydrotestosterone So-Androstane-3,17-dione 6.7 a8
Testosterone Androst-4-ene-3,17-dione 9.7 104
Estradiol-178 Estrone 11 &7
5p-Pregnan-20a-ol-3-one 53-Pregnane-3 2(-dione 1.1 4
Pregn-4-en-20wx-ol-3-one Progesterone 3.3 4
{8)»Indan-1-o0l Indan-1-one 508 252
Benzene dihydrodiol Catechol 56 26

2.1.3.4 Una putativa 17BHSD da Saccaromyces cerevisiae

Come gia detto, alcuni microrganismi sono staliaziiti per la conversione
dell’'androstendione in testosterone, mediante mdermentativi. Tuttavia non
e noto quale enzima, nellorganismo utilizzato, siasponsabile della
trasformazione.

Nel lavoro di Singeet al, I'’AD viene convertito in TS mediante I'utilizzdi
Saccharomyces cerevisidea conversione, a parita di tempo, viene aumartat
27% al 90% aggiungendo alla soluzione varie tipelodi ciclodestrine, che

sembrano aumentare la solubilita dell'androstermeslin acqu¥ (Figura 2.13).
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Figura 2.13 1O _ _ S
Analisi temporale della - z
fermentazione (a) e della R 8 26
conversione (b) - |
dell'androsendione (2g/l) senza o N
(simbolo vuoto) o in presenza di '
F-ciclodestrine (simbolo pieno)
mediante  S. cerevisiae =
Immagine adattata da Singet w
al. 1997,

S. cerevisiagappresenta l'unico organismo, tra quelli utilizzger convertire
'AD in TS, il cui genoma sia completamente sequataz Tuttavia, seppure
certamente presente, come questo ed&larori dimostrano, una BHSD non &

ancora stata identificata in questo organismo.

2.1.3.5 Screening bioinformatico del genoma diS. cerevisiae

Diversi approcci potrebbero essere utilizzati patare di risalire allenzima
che, inS.cerevisiagdetermina la trasformazione dell’lAD in TS: adrap&® una
laboriosa purificazione dell’enzima che dimostatfivita voluta e consenta la
successiva identificazione della sequenza protéicasistema relativamente piu
semplice e rappresentato da uno studio bioinfonoatel genoma del lievito, alla
ricerca di sequenze proteiche omologhe a delBHED note.

Come precedentemente descritto IBH3D, appartenenti alla categoria delle
short chain deidrogenase/reducta@DR), sono caratterizzate da alcpattern
specifici, spesso non contemporaneamente pregaméidrafo 2.1.3.1). Nell'uomo
invece le due 1FHSD responsabili della trasformazione di AD in Tisguesta
direzione, sono la tipo 3 e la tipo 5. Ricercan@b genoma di lievito proteine

omologhe a questi enzimi umani, o che possiedantengporaneamente i quattro
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patterns tipici delle 1BHSD, sono stati individuate una serie di sequenze

proteiche schematizzate in Figura 2.14.

Putative 17pHSD caratterizzate da: Omologhi della 17pHSD tipo 5 umana
TGOHGXG (AKR)
NAG
YyxSK
FS%";?‘T YDL114W 6322556

)

YIR035C 172684
VIR036C 151941879
YLR426W 151945161
YMR226C 6320079
YBR 159w
Omologhi della 17BHSD tipo 3 umana
(SDR)
Figura 2.14

Schema riassuntivo delle sequenze proteiche (nopretein numbeéy identificate nel genoma di
S.cerevisiaeomologhe delle 13HSD tipo 3 e 5 umane o contenentipatterns tipici delle
17B8HSD. Analisi condotta mediante appositi programimiip(//blast.ncbi.nih.gov/).

Sono cosi state identificate una serie di putafivBHSD che in lievito
potrebbero catalizzare la trasformazione desidetbtavello di omologia delle
proteine identificate con le proteine umane € b&s46%), tale da non consentire
di identificare univocamente I'enzima responsabl##la trasformazione di AD in
TS. La proteina YBR159w, l'unica con un certo gradioomologia con la
17BHSD di tipo 3 umana (identita 29%), e stata giaetiggdi studio di Rizneet
al. 2001° e considerata una putativa@HSD. Tuttavia anche se viene dimostrata
la presenza di attivita PBAdrosteroide deidrogenasica i8. cerevisiaenei
confronti del’AD e I'espressione del gene codifitan per I'enzima YBR159w,
non e chiaramente dimostrata I'associazione dirgtial’enzima e [lattivita
osservata (Figura 2.15). Inoltre lavori successagsociano a questo enzima un
ruolo importante nel processo di sintesi degli iagidssi e non nella sintesi di

ormonf? 62
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Figura 2.15

A destra, ibridizzazione dellRNA estratto d&. cerevisiaee separato su gel 3
d’agarosio, mediante probe per il gene YBR159w (Northen blot). Sotto, stim .
dellattivita 173 idrosteroide deidrogenasica con differenti suliistendrostendione
(4-dione), testosterone (T), estrone (E1), esttad62). Immagini adattat

178-HSD activiry
(nmol of product (mg of protein) " b ")

Veast species Subsmates

4-dione T El E2
Candida trepicalis 844 26.1 165 5509
Cryprococeus trufubaensiz 301 16.1 446 87
Saccharomyces cerviziae og4 6.4 364 124

Altri prodotti genici individuati mediante I'analibioinformatica, rientrano in
un ampioscreeningin cui viene testata I'attivita reduttasica direld0 enzimi di
Saccharomyces cerevisiar,grado di ridurre il diacetile in acetonile, atiaerca
di nuove chetoreduttasi stereoseletfiVi&* Tra quelli analizzati risultano anche
alcuni degli enzimi individuati mediante la precetde analisi bioinformatica,
come YMR226¢, YBR149w, Gcyl, Aralp, YIR035c e YIRB03

Tra questi enzimi, il YMR226¢ e risultato come udei migliori enzimi
chetoreducenti dotati di selettivita, al punto @hestato in seguito espresso in
forma ricombinante irE.coli, purificatd® e ne & stata studiata la selettivita nei
confronti di una gamma molto ampia di substratrehti in Figura 2.16). é stata
cosi evidenziata la sua particolare enantioseiigttnella riduzione di acetofenoni
aril-sostituiti, derivatia-acetofenonici, chetoni alifaticy o 3-chetoesteri e altri

tipi di chetont ®>%7
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a) b)
Substrates® j\ YMR226c L) " E:'H
YMR2IEC R TCOEt R” COgE R COE
L-Serine 100 R 5
D-Serine 71 R Specific activity® e (%)
2-Methyl-DL-serine 21 C.H. 101 99 (5)
L-Threcnine 2 4-FCsH, 173 o (R
p-Threonine 478 4CICH, 263 9 (R)
= . C 4"-BrCsH, 193 98 (R)
Lallo Threom.ne 397 VCHCM, i % (%
D-allo-Threonine 3 4LCNCHL a7 91 (R)
L-Glycerate 5 3, ¥-FyC:H, 126 98 (R)
p-Glycerate f iso-CsHz 25 28 (Rf
L-3-Hydroxyischutyrate 182 fert-Cytly L WARF
D-3-Hydroxyisobutyrate T8
3-Hydroxypropionate 13 d)
L-3-Hvdroxybutyrate 85
D-3-Hydroxybutyrate 12 Q9 YMR226c 2
R R
C) R R’ Specific activity” e’ (%)
CH; w-UcH,; 14 95
g o YMR226C OH O oH O - sHip 9%
LR + % CH #-CaHy 16 9 | 5y
R DEt RJ\/u‘oa R’\/JLGH L‘H: n--f‘-,H.__: m B4 (5
D L CiH. n-CeHy 17 4% (5
R Specific activity e (%)
CH; 26 84 L) f)
CaH: 27 3R (L)
e xd el 0 oH
CH,C1 7 FLR% R/m.)\/c' YMR2Ze N 2
CF; 19 58 (D) e I
CgH: 45 85 (L) 2 7
R Specific activity” ee” (%)
4-H 73 98 (R}
e) &F 8 W RF
¥ 48 YR
o aH §NO, 35 43(R)
i YMRZ26c I.f"h,\./!\\ 4 -CH3CONH 26 J6(R)
R : — Ry | F-RO4'CHLCONH 3l R
s g YA F 15 96 { RfF
T = 3l £ 99 (R)
R Specific activity ee" (%) ¥ 4 b RA ()
4"-H 20 (5 ¥ A-(OH), 18 TR
471 S04 S
4'-Br T8 205
4-CH; i1 5
4'-CF3 3 2E(5
4-CHy0 =) w5
e | 19 Y]
il L] L Ny
1-CH, i) GRS
) Figura 2.16
Studio della reattivitd della YMR226w
o OH o nei confronti di diversi substrati: a)
Yeast’ attivita idrossilasica percentualmente
o o espressa rispetto a un substrato standard
()1 ()3 #+)4 OH  (L-serina$® b) attivita chetoreduttasica
OH nei confronti di a-chetoesteri c)p-
chetoesteri d) chetoni alifatici, e)
o e chetoni acrilici, f) a-acetofenoni;
L'attivita specifica consiste in nmol di
o o o NADPH ossidati al minuto da un
rac-1 {+)1 2 milligrammo di enzim§ g) risoluzione
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2.2 Scopo del progetto

NAD(PH NAD(P)+

N

H-wdrostene-3,17-done [T

Figura 2.17
Sintesi chemoenzimatica del testosterone mediate @azima da definire.

Questo lavoro si prefigge I'obiettivo di individeaun enzima per catalizzare
la sintesi stereo- e regio-selettiva del TS dall’AD scala industriale (Figura
2.17). L'enzima, dunque, oltre a possedere (i) deatteristiche di selettivita
necessarie per la conversione, deve posseder®peigit. necessarie per essere
industrialmente utilizzabile, quindi (ii) catale la reazione con un sufficiente
efficenza, (iii) avere un’emivita sufficientementmga, (iv) resistere a condizione
di stress meccanico e fisico ed (v) essere didaplprovvigionamento.

La scelta di focalizzarci su un singolo enzima,ec® che in un sistema di
trasformazione mediante fermentazione con micrasgan deriva dalla bassa
resa e dalle difficolta, in fase purificativa dealogotto TS, che questi sistemi
determinano. Trattandosi poi di un prodotto ad fasmacologico, diminuire il
numero totale di elementi contaminanti alla findladérasformazione riduce
notevolmente i costi associati alla successivefipamioni del prodotto. L'uso di
enzimi purificati consente di standardizzare il qggsso, evitando i problemi
associati alla variabilita dei processi fermeniatbon organismi viventi e
consentendo di lavorare in condizioni anche naolégiche.

Mediante lo studio bibliografico precedentemenpentiato € stato individuato
nella 1BHSD di tipo 5 murina un valido candidato per latasn stereo e regio
selettiva del testosterone dall’androstendionerincantesto industriale, essendo
'enzima gia stato in parte caratterizzato ed esgwein forma ricombinante,
avendo dimostrato stabilita nella purificazioneesgdendo potenzialmente regio-
selettivo, oltre che stereo-selettivo. Non sondi dtti studi sulla possibilita
dell’enzima di ridurre il gruppo carbonilico dellAin posizione 3 (vedi Figura

2.7, con substrato diidrotestosterdpela side reaction che determina la
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formazione del &-idrossi-4-androsten-17-one, o deak,B7B-diidrotestosterone,
costringerebbe ad una difficoltosa purificaziond tistosterone voluto. Si é
scelto, dunque, di produrre I'enzima in forma ridonante e di caratterizzarlo al

fine di determinare la sua applicabilita in ambitdustriale.

Come secondahance si e scelto di esprimere in forma ricombinantehan
un enzima tra quelli identificati ir5. cerevisiae Tuttavia non € possibile
affermare, con sicurezza, quale sia realmente nmsgibhde di questa
trasformazione, ed e addirittura probabile che dazione osservata in alcuni
lavori, risulti come unaide reactiondi uno o piu enzimi presenti nel lievito ma
esclusi dall’analisi bioinformatica. Nell'imposdiith materiale di produrre tutti
gli enzimi individuati mediante I'analisi bioinforatica in forma ricombinante,
per poi osservarne la reattivita con il substratdrastendione, si € scelto di
esprimere comungue I'enzima YMR266c¢. Infatti essppresenta, tra tutte,
'unica chetoreduttasi con interessanti proprietac#talitiche gia dimostrate.
Percio oltra ad essere una alternativa interessdfg@zima 1PHSD di tipo 5
murino, qual’ora non attivo sul substrato desiderdenzima avrebbe potuto
essere testato su substrati diversi dI'AD, rivelasi comunque utile per possibili

applicazioni chemoenzimatiche.
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2.3 Risultati

2.3.1 Pianificazione dello studio

Al fine di valutare la possibile applicazione degfizimi 1BHSD di tipo 5
murina 0 YMR226c¢ diS.cerevisiagper la sintesi di TS a partire da AD, i due
enzimi, non disponibili commercialmente, devono eessprodotti in forma
ricombinante e purificati in quantita sufficienempeffettuare lo studio.

Il sistema di espressione di proteine in formambmante nel batterid.coli

rappresenta una delle pit comuni metodologie genetne elevate quantita, sia a
scopi scientifici che commerciali.

Xho l(158) Flgura 2. 18

Not lfise)

A sinistra, mappa del plasmide pET28a utilizzato
per I'espressione degli enzimi. In evidenza, MCS,
origine di replicazione (f1 origin e ori), resisten
alla kanamicina (kan), operone lattosio (lacl).

Sotto, mappa dettagliata del MCS e delle regioni
adiacenti.

-28a(+
Pt

(zgg1-¢,1) %

TT promicter primer #65345-2
pET ugsiream primer #0692 14-3

Bat i TT promoter

AGEICICRAICCCBCSARAT I AR

&
H
[=}
=
®
o
g
g
:
e
= |G
= |G
=
"

ALAGGEGAAT IBTOABCEEAT AACAA T TCCOC T TAGAAN AL | TT 16T 17AACT | TRAG

€

Noal His*Tag Ngal Nhe Ti+Tag

ATADCATGGRCAGCAGCCAICATCATCA
¥elGlySersertisH sHisHisH

CUABCCATATGED

GCAGCCATAT GRS
GGl y3erH: sHethlag

CATGACTRGIGSACARCAL

rHelThrGlvElvEInGln
R e

Eagl thn:rml_;l n

No: Xho His'Tag

CEBUCEEAL 1CGARCACCALLACEACCACCAC] SABNTECEEE TECTAMDA

e "
LGl LAL LA TIOGEC VAD S
GlytrgihrarailaF refref refrofrolecirgierBl yOysbng

AASCCD pET-EBal-)

TT terminator

COTTEEGeCC 0 AAACEERIT | TERGEEET T ITE

-
T7 terminator primer #G9337-2

pET-28a-c(+) cloning/expression region

Tra i molteplici vettori plasmidici utilizzati chpossono essere utilizzati per
I'espressione ricombinante in questo organismo, plasmide pET28a
(Invitrogen®) e stato scelto per le sue differgprieta (Figura 2.18): elevati

livelli di espressione, resistenza all’antibiotikk@anamicina, espressione inducibile
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mediante-D-1-tiogalattopiranoside (IPTGinulti cloning sitg(MCS) con diversi
siti di restrizione e la possibilita di aggiungenea sequenza di sei istidine al C-
e/o al’N-terminale per purificare la proteina meatie cromatografia per affinita
(IMAC).

2.3.2 Clonaggio degli enzimi

Entrambi gli enzimi sono stati clonati nel vettqgET28a (Novagen ®), al
fine di esprimere le proteine in cellule Hicoli BL21, nella loro forma nativa
(NT) e modificata con I'aggiunta di una coda diiséidine his-tag HT) al fine di
facilitarne I'isolamento in fase di purificazione.

Per I'enzima 1B-HSD5 di topo, la coda di istidine & stata posiatanall’N-
terminale dal momento che la struttura risolta’delblogo enzima umano rileva
la vicinanza della regione C-terminale al sito vattidel’enzima: per evitare
dunque l'occlusione dei canali d’'ingresso dei si#tste del cofattore la coda
istidinica é stata posizionata lontana da quel$ty terminale.

Per I'enzima di lievito, pur non disponendo di #uite omologhe risolte, la
prossimita dei residui costituenti il sito attivBGASAGIG) all’ N-terminale, ha
spinto a posizionare la coda istidinica all'C-temale, al fine di ridurre possibili

interazioni tra questo e il sito attivo (Figura®.1

M5QGRKAAERLAKKTVLI TGASAG CKATALEYLEASNGDWKLI LAARRLEKLEELKKTI 60
DQEFPNAKVHVAQLDI TQAEKI KPFI ENLPQEFKDI DI LVNNAGKAL GSDRVGQ ATEDI 120
QDVFDTNVTALI NI TQAVLPI FQAKNSGDI VNLGSI AGCRDAYPTGSI YCASKFAVGAFTD 180
SLRKELI NTKI RVI LI APGLVETEFSLVRYRGNEEQAKNVYKDT TPLMADDVADLI VYAT 240
SRKONTVI ADTLI FPTNQASPHHI FRG 267

Figura 2.19

Sequenza amminoacidica dell’enzima YMR226c. In enith la regione che soddisfa il pattern
PS00061(sottolineatd tipico delleshort-chain dehydrogenase/reductdS®R), e alcun@atterns
tipici delle 1 BHSDs, come descritto nel paragrafo 2.1.3.1 (TGXQGMAG, YXxSK, PGxxxT,
evidenziati).

2.3.2.1 17B-HSDS5 di topo in forma nativa

La sequenza di cDNA codificante per I'enzimg3dHSD5 di topo (Akrlc6,
GenelD: 83702) € stata ottenuta da una librerizRINA di topo (ImaGene,
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GmbH, Berlino, Germania) contenuta nel plasmide MSpbrt6 clonata tra i

promotori sp6 e T7; questi sono stati utilizzatr perificare la correttezza della
sequenza sia della regione codificante che dejiemeimmediatamente adiacenti
al 5 e al 3'(sequenziamento eseguito da BRM gensptadova, Italia). Sulla
sequenza ottenuta sono stati disegnatimersdi amplificazione per il clonaggio.
Il clonaggio utile all’espressione della proteimaforma nativa, in questo primo
caso, e consistito nell'inserimento della sequer@alasmide pET28 mediante i
siti di restrizione Ncol e Ndel. Il procedimento dionaggio & descritto in

Materiali e Metodi e i principali controlli mostrah Figura 2.20.

Nco I Not I Ncol Ncol Not! Ncol CN Figura 2.20
Not| Not| Di lato, digestione con enzimi Nco | e

10000 pb- Not | rispettivamente del plasmide
pET28a, a sinistra, e del frammento
amplificato mediante PCR codificante per
la 1 BHSD5, a sinistra. Sottdull colony

1500 pb— PCR per identificare le colonie contenenti

la sequenza voluta. Per i dettagli fare
riferimento a Materiali e Metodi.

1500 pb—

2.3.2.2 17B-HSDS5 di topo in formaHistidine Tagged

Al fine di aggiungere sei istidine all’'N-terminatiel’'enzima, la sequenza
codificante per la F-HSD5 e stata inserita nel plasmide pET28a tr&é Nslel e
Notl. | dettagli del clonaggio sono descritti su tetaali e Metodi e i principali
controlli mostati in Figura 2.21. Dalla traduziomklla sequenza corretta &
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prevista la traduzione di una proteina di fusioog it peptide Met-Gly-Ser-Ser-
His-His-His-His-His-His-Ser-Ser-Gly-Leu-Val-Pro-Ai@ly-SerHis, contenente

le sei istidine e una regione di riconoscimento pdaglio proteolitico della

trombina (sottolinealp che precede l'iniziale metionina dell’enzima.

pETZBaNdeINotIN’\t‘:{;II Ndel  Notl l\;‘ienl Figura 2.21

Di lato, digestione con enzimi Nde |
e Not | rispettivamente del plasmide
pET28a, a sinistra, e del frammento
amplificato mediante PCR
codificante per la 13HSD5, a

10000 pb
1500

1500 pb sinistra. Sottofull colony PCR. Per i
dettagli fare riferimento a Materiali e
Metodi.

1500 pb-

2.3.2.3 Clonaggio di YMR226¢c in forma nativa e HT

Come anticipato, anche il cDNA codificante per fena YMR226¢ e stato
clonato nel plasmide pET28a per I'espressioneriméonativa o provvista di coda
istidinica C-terminale, entrambe inserite tra i Bltol e Hind Ill. La sequenza
codificante per I'enzima YMR226c¢ e stata amplifecatediante PCR direttamente
dall'estratto genomico diS.cerevisiag gentilmente fornito dalla Prof.ssa G.
Carignani (Dip. Chimica Biologica, Universita didta). | dettagli del clonaggio
di entrambi i costrutti sono descritti in Materia@i Metodi mentre i principali
controlli effettuati sono mostrati in Figura 2.28el caso della forma HT, la
soppressione del codone di stop determina l'esirasidella sequenza
amminoacidica C-termiale dell’enzima con il peptldes-Leu-Ala-Ala-Ala-Leu-
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Glu-His-His-His-His-His-His, codificata dal plasn@(ET28a e caratterizzato da
unospacerche separa I'enzima dalla coda di sei istidin@li{(¥gura 2.18).

Figura 2.22 pET28a Sac  Sac Sac Sactag
i i 1 imi Ncol Hind Il Ncol Ncol tag Ncol
Bl:l)ato' (IjlgesetloneH?r?g enz||':“' Hind Il Hindlll Hindlll

rispettivamente del plasmide

pET28a, a sinistra, e del 10000pb —
frammento amplificato

mediante PCR codificante per

I'enzima YMR226¢, a sinistra

in forma nativa (Sac) e

provvista di coda istidinica

(Sac tag). Sottofull colony

PCR di alcune colonie

ottenute per ciascun tipo di

costrutto nativo e provvisto di 790 Pt -
coda istidinica (YMR226¢c e

YMR226¢ HT). Per i dettagli

fare riferimento a Materiali e

Metodi.

1000pb
500pb

100pb

—~
YMR226¢ YMR226c HT

2.3.3 Espressione degli enzimi

L’espressione degli enzimi ricombinanti a seguigd’'ishduzione, sia in forma
nativa che provvista di coda istidinica, e statduteda inizialmente mediante
I'analisi SDS-PAGE. Sono stati esaminati campiagcolti a tempi differenti,
dopo induzione dell’espressione a diversi livelli dinsita ottica (O.D.) della
coltura batterica e a differenti concentrazioni idduttore utilizzato (IPTG).
Parallelamente é stata anche valutata qualitatimterieventuale tossicita causata
dall’'espressione delle proteine ricombinanti nalleerse condizioni utilizzate,
osservando il livello di crescita cellulare ragdmn
| risultati ottenuti con la 17HSD5 di topo mostrana’efficiente espressione
dellenzima in tutte le condizioni testate, sia pgeranto riguarda la sua forma

nativa (~37 KDa), sia per la forma provvista di aadi istidine (~39.2 KDa),
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come osservabile in Figura 2.23 dove sono moss@te alcune delle condizioni
usate.
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Figura 2.23

A sinistra, analisi SDS-PAGE dell’estratto grezzaellule diE.coli BL21 contenenti il costrutto
per I'espressione della RASDS5 di topo in forma nativa (~37 KDa), indotte @®:0.85 con 0.1
mM di IPTG e raccolte rispettivamente dopo 0 (ajb}i 2 (c), 4 (d), 10 (e) ore dall'induzione;
con 0.5 mM di IPTG e raccolte dopo 1 (f), 2 (gXh4, 10 (i) ore; con 1 mM IPTG e raccolte
dopo 1 (l), 2 (m), 4 (n), 10 (o) ore. A destractarispettiva analisi per il costrutto HT (~39.2
KDa).

Figura 2.24

A sinistra, densita ottica (O.D.) a 600 nm delldtwa cellulare diE. coli BL21 contenenti il
costrutto per I'espressione della 17HSD5 di topfoima nativa, indotta rispettivamente a O.D:
04 (1), 06 () e 085 |, con diverse concentrazioni di IPTG; il tempo ierito
dall'induzione. A destra, la corrispettiva anapsir il costrutto HT.

Come spesso accade, la sovraespressione di unainpraicombinante
implica un incremento del carico anabolico per Hlute utilizzate, con |l
conseguente decremento della velocita di creseltalare e della totale biomassa
ottenuta: per questo motivo le diverse condizioriilizaate sono state
parallelamente analizzate sotto il profilo dallasi&a cellulare ottenuta, al fine di
individuare le migliori condizioni che rendano laggior quantita possibile di
biomassa, e quindi la quantita maggiore di enzifmufa 2.24). L’analisi
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suggerisce che indurre I'espressione proteica guan aoncentrazione cellulare
iniziale elevata (0.D.:0.85), consente di otterarenaggior densita cellulare a
parita di tempo. Se si associa poi l'utilizzo daumassa concentrazione di IPTG
(0.1mM) e tempi di induzione lunghi (10 h), si oieno le condizioni
economicamente piu vantaggiose in termini di rafgpbiomassa/IPTG utilizzato.
Questo e generalmente valido per entrambi i casinutorma NT e HT.

L’analogo studio condotto per I'espressione defliera YMR226¢ ha dato
invece risultati diversi, in particolare riguarddivielli di espressione dell’enzima
rispetto al contenuto proteico totale delle cellule
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Figura 2.25

A sinistra, analisi SDS-PAGE dell’estratto grezzaellule diE.coli BL21 contenenti il costrutto
per I'espressione della YMR226¢ 8icerevisiaén forma nativa (~29 KDa), indotte ad OD:0.85
con 0.1 mM di IPTG e raccolte rispettivamente doga), 1 (b), 4 (c), 17 (d) ore dall'induzione;
con 0.5 mM di IPTG e raccolte dopo 1 (e), 4 (f§,(4y) ore; con 1 mM IPTG, raccolte dopo 1
(h), 4 (i), 17 (I) ore. A destra, la corrispettiaaalisi per il costrutto HT (~30.6 KDa).

Figura 2.26

A sinistra, densita ottica (O.D.) a 600 nm delldtwa cellulare diE. coli BL21 contenenti il
costrutto per l'espressione dell'enzima YMR226c¢ Rlcerevisiaein forma nativa, indotta
rispettivamente a O.D: O.II, 0.61 )e0.85 I) con diverse concentrazioni di IPTG; il tempo
e riferito alle ore dall'induzione. A destra, lardspettiva analisi per il costrutto HT.
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Come si puo infatti osservare in Figura 2.25, mpaap anche per tutte le altre
condizioni testate, I'espressione dell’enzima, isidorma nativa (~29 KDa) che
coniugata alla coda di istidine (~30.6 KDa) e digativa solo dopo diverse ore
dall'induzione.

Anche la crescita cellulare dopo induzione appallentata rispetto a quanto
si verifica per I'espressione dellenzima murindg(ifa 2.26). Si confermano
pero, anche in questo caso, che le migliori condizdi fermentazione sono
rappresentate da un’induzione ad elevata dengita ¢O.D.:0.85), con una bassa
concentrazione di IPTG (0.1mM) e raccolta dopo@tasvernight per entrambi
I costrutti della YMR226c.

2.3.4 Studio dell’attivitd enzimatica

Dopo una preliminare fase di studio dell’'espressi@nzimatica, che ha
permesso di individuare le condizioni ideali diduzione e ha verificato
I'effettiva espressione degli enzimi, una successiidagine ha analizzato

I'attivita degli enzimi prodotti in forma ricombinge.

2.3.4.1 L’attivita della 17 BHSD5 murina

La riduzione di androstendione in testosteroneatteell’enzima 1FHSD5
implica l'utilizzo del cofattore in forma ridotta ADPH, come descritto
nell'introduzione (paragrafo 2.1.3.1). Un sempliest per osservare se I'enzima
ricombinante & stato espresso in forma attiva érementato da un’analisi
spettofotometrica a 360 nm di una soluzione comieneNADPH e
androstendione, a cui viene aggiunto 'enzima’egzlma € attivo, cioé in grado
di catalizzare la riduzione dell’androstendionet@stosterone, dovra essere in
grado di ossidare il NADPH in NADP+, che a diffezardella forma ridotta non
assorbe a 360 nm. La catalisi determina dunqueonsueno del NADPH, come
rappresentato in Figura 2.27 e di conseguenza dmzione della sua

concentrazione, cosi come del livello di assorbim@n340 nm.

82



Sintesi biocatalitica del testosterone

£340nm: 6,22 mvl-lem-1
NAD(PYH NAD(P)+

OH

dapmgrontene-3_ 1 T-chone

Figura 2.27
Trasformazione catalizzata dalla@HSD5 murina

Ne deriva che la preparazione di una frazione sidmbhta, o meglio,
purificata dell’enzima rappresenta uno step necesgar determinare se € stata
espressa in forma attiva. Dopo [l'induzione dellaltuwa alle condizioni
individuate precedentemente, la fase iniziale diifjgazione dell’enzima, in
entrambe le forme, consiste nella separazione gebtieeine solubili da quelle
insolubili mediante rottura cellulare e successremtrifugazione. Entrambi le
componenti sono state analizzate mediante SDS-PAEGIgura 2.28) e
dimostrano come I'enzima desiderato, sia presenfmirte in forma solubile e in
parte in forma insolubile, probabilmente aggregatoorpi di inclusione. Questo
rappresenta spesso un effetto indesiderato quanslwvsaesprime una proteina,
che puo essere determinato da molteplici motivitamMia la componente solubile
dell’enzima 1BHSD5 rappresenta ancora la componente proteicaguisistente
nella frazione isolata. Questa frazione, parziabmepurificata dalle proteine
insolubili e di membrana nonché delle componemnidiche e delle pareti
cellulari, e stata utilizzata per un analisi sfetimmetrica al fine di osservare |l
consumo di NADPH in presenza del substrato andrdgiae (Figura 2.29).
Come controllo negativo € stato utilizzata la foaa solubile derivante da cellule
trasformate con il plasmide pET28a vuoto, indotéegapelamente. Quello che
subito appare dal confronto tra gli estratti cortgnl’enzima 1BHSD5 NT o HT
e il controllo negativo, & rappresentato da unrgpido consumo del cofattore in
presenza degli enzimi ricombinanti, che procedomm welocita analoghe.
Tuttavia anche il controllo negativo determina urduzione del NADPH in
funzione del tempo, effetto determinato da duerdivattori: 'autossidazione del
cofattore e l'utilizzo del cofattore da parte driaénzimi batterici residui NADPH
dipendenti, in presenza di altri substrati preseeliia frazione solubilizzata.
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Il consistente consumo di cofattore di quest'ultifnazione ha spinto ad
isolare I'enzimalBHSD5, in particolare la sua forma HT, purificabifgu
facilmente, al fine di valutare la reale velocitadnsumo di cofattore determinata
dall’enzima, e quindi la sua velocita di sintesi @8. L'enzima in forma HT é
stato purificato mediante una cromatografia IMAC athlizzato SDS-PAGE
come osservabile in Figura 2.28. L’analisi spetimitetrica ha successivamente
permesso di valutare il consumo di cofattore detemto solo dall’enzima in
forma purificata (Figura 2.29), sensibilmente @pido rispetto all'autossidazione
del NADPH.
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Figura 2.28

Analisi SDS-PAGE dei passaggi di solubilizzazioneuwificazione della 13HSD5. Sono stati
caricati i seguenti campioni: pesi molecolari (Po@lJuleE.coli BL21 trasformate con il plasmide
pET28a senza inserto ed indotte (a), relativa drazisolubile (b), relativa frazione insolubile (c),
cellule E.coli BL21 intere esprimenti I'enzima in forma nativa €87 KDa (d), la relativa
componente solubile (e), la relativa componenteoluisle (f), cellule E.coli BL21 intere
esprimenti I'enzima in forma HT di ~39.2 KDa (gglativa frazione solubile (h), relativa frazione
insolubile (i), flow through IMAC (1), eluato (m).
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Figura 2.29

Studio cinetico della riduzione dellAD dopo l'aggita dellenzima 1FHSD5. A destra,
assorbimento a 340 nm, in funzione del tempo, @ soluzione satura di AD in presenza di
NADPH 0.2 mM dopo I'aggiunta della frazione solitihta di celluleE.coli BL21 contenenti il
plasmide vuoto-f), la frazione solubilizzata di cellule esprimelati17BHSDS5 in forma nativa
() o in forma HT €=). A destra, studio effettuato utilizzando una gaune analoga senze=j o
con I'aggiunta della frazione eluita dell’enzimafimma HT ().

| risultati ottenuti hanno chiaramente mostrato ldezima 1 BHSD5, sia NT

che HT, é espresso in forma attiva e quindi, almeangarte, correttamente
foldato. La presenza di una componente non soludliteostra che vi sia
un’eccessiva quantita di proteina espressa o ntwatlg che forma aggregati
insolubili. La semplice frazione solubile, poi, pep in grado di consumare il
cofattore con velocita superiori rispetto al colronegativo, presenta
inevitabilmente una componente dide reactionsnon indifferente rispetto
all'attivita delle 1PBHSD5, come il controllo negativo stesso dimostra L
purificazione si presenta dunque come un passdggadamentale per osservare il
consumo del cofattore determinato dalla sola dintlet TS da parte della
17BHSDS5 in forma HT.

2.3.4.2 L’attivita della YMR226¢c

In modo analogo lo stesso studio € stato effettisatocolture batteriche
cresciuteovernight esprimenti I'enzima YMR226c¢ in forma NT e HT, dopo
induzione ad elevate densita cellulari (OD:0.8%)asse concentrazioni di IPTG
(0.1mM). Anche in questo caso le varie frazionilubdi e non, sono state
analizzate mediante SDS-PAGE (Figura 2.30). Tudtaviquesto caso la frazione

solubilizzata, in entrambi i costrutti, & priva einzima YMR226¢, che rimane
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completamente nella frazione insolubile. Si ricomfano le difficoltad per la
sovraespressione di questo enzima: come precedemterasservato non solo il
prodotto ricombinante appare in quantita modestgpodamolto tempo
dall'induzione, ma sembra anche completamente ggtwyan corpi di inclusione
generati probabilmente da enzima espresso in foonastrutturata correttamente.

Per ovviare a questo effetto I'induzione e la sasi@ crescita cellulare e
stata effettua a 16°C, cosa che ha permesso dieoteina frazione di proteina in
forma solubile: rallentare il metabolismo celluladetermina anche un
allungamento dei tempi nella sintesi proteica e foddling, permettendo di
ottenere dell’enzima in forma correttamente foldasolubile, idea adottata anche
nella pubblicazione di Yanet al 2004. Questa strategia ha consentito di ottenere
entrambe le forme solubili e in quantita discrdta. forma HT & stata anche
purificata mediante IMAC (Figura 2.30).
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Figura 2.30

A sinistra, analisi SDS-PAGE dell'espressione aG3@°parziale purificazione della YMR226¢
nelle condizioni di induzione descritte. A destraalisi analoga dell’espressione indotta a 16°C.
| campioni caricati sono rispettivamente: le celuhtere esprimenti 'enzima in forma nativa
(~29 KDa) (a), relativa frazione solubile (b), téfa frazione insolubile (c), cellule intere
esprimenti I'enzima in forma HT (~30.2 KDa) (d)|atva frazione solubile (e), relativa frazione
insolubile (f) relativaflow through(g) e eluito 1X (h) e 3X (i).

Prima di testare I'ipotizzata attivita f4drosteroide reduttasica nei confronti
dell’AD, e stata verificata I'attivita dell’enzimeon un suo substrato noto, la L-
serina, come descritto nel lavoro di Yaetcal. 2004 In questo caso si & andati ad

analizzare mediante spettrofotometro la formazion®&ADPH, unico cofattore
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accettato dall’enzima, monitorando I'assorbiment®8 nm di una soluzione di
L-serina e NADP a cui e stata aggiunta la frazigsokibilizzata dell’enzima
YMR226¢ NT o HT e, successivamente, anche unadinazdi enzima in forma
HT purificata (Figura 2.31).

In tutti i casi & stata osservata l'attivita enZiiten cioe & stata osservata la
formazione di NADPH a partire da NADP+, determindddl’ossidazione della L-
serina da parte dell’enzima YMR226c¢. L’attivita lt@izima in forma purificata
stata stimata di ~0.064 U/mg. Tuttavia, utilizzatidazima in forma purificata in
una soluzione contenente NADPH e AD, non e stakereato un consumo
significativo di cofattore rispetto all’autossidame dello stesso cofattore, ad
indicare un’insignificante ossidazione di questopdate dell’enzima e quindi la

mancata trasformazione dell’AD in TS (immagine osags
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Figura 2.31

Studio dell'attivita ossidativa della YMR226¢ cdrsubstrato L-serina. A destra assorbanza a 360
nm in funzione del tempo di una soluzione di LiserD.2 M, NADP+ 1 mM-{+), a cui viene
aggiunta la frazione solubilizzata dell’enzima orrha nativa<€) o in forma HT¢=). A destra,
analisi analoga dopo I'aggiunta dell’enzima in farfdT dopo la purificazione=f).

2.3.4.3 Approfondimento dello studio sulla 1BHSD5 HT murina

| risultati precedenti hanno spinto ad approfondwestudio dell’enzima
17BHSDS5 in forma HT, I'unico che sembra poter esseilezzato effettivamente
in un’applicazione di sintesi del TS, dal momente da corrispondente forma
nativa e difficilmente purificabile, mentre I'enzandi lievito, prodotto del gene
YMR226¢, non sembra in grado di ridurre I'AD.
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Una preparazione effettuata su due litri di coltbheapermesso di ottenere
diversi milligrammi (~210 mg) di enzima RASD5 HT in forma pulita, come
dimostrato in Figura 2.32 e dai dati relativi a sfaeprima preparazione in scala
medio-piccola, descritta in Tabella 2.5 (prepamagiol). L’enzima appare
strutturato in dimeri come dimostrato dall’analieediante gel filtrazione, che
evidenzia un'unica proteina di circa 80 KDa. E firebtato osservato lo spettro di
assorbimento dell’enzima ricombinante, carattetzzia un picco ~330 nm (oltre
al tipico picco di assorbimento delle proteine 8 B&) e un picco meno intenso e
piu ampio a circa 400 nm dovuto ad una molecola obeferisce all’eluato
proteico un caratteristico colore giallo chiaro. ofligine del particolare
assorbimento non e chiaro e non é stato oggetioddgine, tuttavia si sospetta
una co-purificazione di qualche specie molecoleome il NAD(P)H stesso che
potrebbe dare questo spettro in forma associatmzina.

L’enzima purificato possiede un’attivita di 0.0725mg, stima effettuata
osservando il consumo di cofattore NADPH nel temppresenza di AD, come
precedentemente descritto. In letteratura non ecrittes quale sia I'attivita
catalitica dell’enzima espresso in forma ricombieatuttavia dei dati sono forniti
per le due isoforme purificate da tessuto nel lawdirHaraet al 1987 (Tabella
2.3) che possiedono rispettivamente dei valori.2b@ 0.92 U/mg. Dei margini di
miglioramento dell’'attivita specifica per I'enzinegpresso in forma ricombinante

sono, dunque, ancora ipotizzabili.
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Figura 2.32

In alto, a destra, analisi SDS-PAGE della purfioae della 1pHSD5 HT espressa in forma
ricombinante. | campioni caricati sono: pesi molado(Pm), grezzo cellulare (a), frazione
solubilizzata (b), frazione insolubile (c), flowrtlugh IMAC (d) ed eluito 2x (e). In alto, a singstr
analisi mediante gel filtrazione (Superdex 75).t&a@ destra, fazioni raccolte contenenti la
17BHSD5 HT. Sotto a sinistra, spettro UV/vis. dellaigbne.

L’analisi spettofotometrica di consumo del cofatwappresenta un sistema
veloce per valutare le caratteristiche cinetich¥esizima, tuttavia non fornisce
alcuna informazione riguardo la regio- e la steselettivita dell’enzima nella
riduzione dell’AD.

Per chiarire dunque questo punto e stata condottanalisi HPLC. In
particolare, & stata misurata I'assorbanza nel ¢edipuna miscela contenente
NADPH, AD ed enzima IFHSD5 HT a 249 nm, lunghezza d’'onda alla quale
assorbono sia il substrato AD e il prodotto TS (IFig2.33). Il risultato ottenuto
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mostra chiaramente come I'AD venga effettivamentavertito solo in TS:
nessuna altra specie & stata osservata formasadigl@mente al TS, dimostrando

I'assoluta stereo e regio selettivita della catalis

Figura 2.33
Analisi HPLC al tempo 600 —
0 (=), 30 min. ¢-) e
60 min. ¢), condotta
su una soluzione satura 5007
di AD, 10 mM NADPH

a cui é stato aggiunto
'enzima 1’ BHSD5 HT.

Il tempo di ritenzione
del’AD e di ~13.65

min. mentre quello del
TS di ~12.8 min.
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Valutata la reale capacita dell’enzima di catalizZa conversione desiderata,
una serie di analisi successive hanno permesso odifertnare alcune
caratteristiche di questo enzima gia note in fattea, e di esaminarne altre al
fine di valutare la sua applicabilita industriale.

In primo luogo e stata confermata l'abilita delb@ma di catalizzare la
reazione inversa, da TS a AD, mediante una cororegsequimolare del NADP+
a NADPH come gia dimostrato in letteratura®” °® Ad una soluzione contenente
TS saturo e NADP+ e stato aggiunto I'enzima ed resse I'assorbimento a 340
nm: la formazione di AD dal TS implica la formazeowi NADPH che viene
quantificata dall'incremento dellassobimento seenpra 340 nm. |l
raggiungimento dell’equilibrio della reazione é essbile dall’arresto della

variazione dell'assorbanza (Figura 2.34).
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E stata poi osservata la capacita dell’enzima thligaare la conversione
dell’AD in TS sia utilizzando il cofattore ridotia forma di NADPH che in forma
di NADH, commercialmente piu economico rispetto pgimo e dunque piu
interessante per I'applicazione su larga scalastudio € stato condotto condotta
sempre osservando I'assorbanza del cofattore a®4@vendo NADPH e NADH
uguale spettro di assorbimento. In Figura 2.35pe@rtato il risultato dell'analisi,
condotta nelle stesse condizioni, che mostra cameelocita di consumo del

cofattore sia maggiore nel caso che questo siaonmd fosforilata. L'enzima

tuttavia, accetta anche la forma NADH.

114

Figura 2.35 ]
Trasformazione dellAD in TS ;04
mediante I'enzima 1FHSD5 HT
con diversi cofattori: assorbanza’®]
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Per essere applicato industrialmente I'enzima gmasedere delle proprieta
di stabilita tali che il suo utilizzo sia economiwante vantaggioso. Ad esempio,

91



Sintesi biocatalitica del testosterone

I'utilizzo di enzimi immobilizzati consente il repaero dell’enzima e il suo riciclo
in cicli di sintesi successivi.

L’attivita di una frazione enzimatica lasciata anferatura ambiente in
tampone fosfato € stata monitorata per un detetmperiodo di tempo al fine di
stimare la perdita di attivita relativamente a tpehiziale. In Figura 2.36 €
mostrata I'attivita residua restante in funzione | deempo, espressa
percentualmente rispetto a quella iniziale: si eichiaramente come I'emivita
dell’enzima sia superiore ai 15 giorni in quellendizioni, dimostrando una

notevole stabilitd del’enzima, come gia ossenatohe da Dufuret al. 1999

Figura 2.36
Studio  dell'attivita  residua 100 4
dellenzima in funzione del
tempo, a temperatura ambiente,
in tampone fosfato 100 mM.
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Lo studio della dipendenza della Kcat dell’enzimallal temperatura
rappresenta il sistema piu semplice, non solo éutare la stabilitd termica
dell’enzima, determinando dunque la temperaturassmmesdi utilizzo, ma anche
per stimare importanti parametri cinetici dell’ema, in particolare I'energia di
attivazione.

L’equazione di Arrhenius InK = In A-HRT) mette in relazione la costante di
velocita della reazione catalizzatata (K) con Igee di attivazione (g, e la
temperatura assoluta (T) a meno di due costangillagdi gas perfetti (R) e un
fattore pre-esponenziale (A). Mediante il graficoAdrhenius (Figura 2.37) é
possibile ottenere il valore di quest’ultimo chel mostro caso, € risultato di
A:0.02024 & e quello dell'energia di attivazione pari a#090.7 J/mol. Lo
studio ha permesso di determinare le costantiicinet di osservare che I'enzima

e in grado di catalizzare la trasformazione anchergerature superiori a 40°C.
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Tuttavia I'emivita dell’enzima ad elevate temperatinon € stata oggetto di

ulteriore indagine.

Figura 2.37

Il grafico di Arrenius, che 40+
mette in relazione |l
logaritmo naturale della
Kcat enzimatica in
funzione del reciproco
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Il principale problema riscontrato durante queseliminari esperimenti é
rappresentato dalla scarsa solubilita del subs&&te del prodotto TS che sono
sempre stati utilizzati in concentrazioni saturaimtiletteratura viene descritto che
la solubilita del’AD e del TS in acqua in entramlgjuale o inferiore a 0.1 mM.
Queste concentrazioni rendono proibitiva la corieess enzimatica immaginando
di lavorare in solvente acquoso con substrato éqtto completamente sciolti.

Per ovviare a questo problema é stata considexgiadsibilita di lavorare in
soluzioni acquose contenenti delle frazioni di sabke organico, in modo da
aumentare la solubilita del substrato e del pradottetanolo, etanolo,
isopropanolo e DMSO rappresentano dei solventirocgan cui i composti AD e
TS sono solubili: se I'enzima fosse in grado datatare la reazione in soluzioni
acquose contenenti delle frazioni di questi solyenerrebbe certamente
incrementata la solubilita dei composti nella migat reazione, consentendo di
lavorare con una concentrazione superiore di satbgirsoluzione.

E stata dunque analizzata la capacita dell'enzanparita di condizioni, di
lavorare con concentrazioni crescenti di solvemggamico. In Figura 2.38 sono

rappresentate le conversioni catalizzate in presdeediversi solventi organici.
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Figura 2.38

Consumo di cofattore NADPH nella conversione di &DTS relativamente alla presenza di
concentrazioni diverse di solvente organico esprggrcentualmente v/v: (a) metanolo 0%
(=), 5% ), 10% &), 20% &); (b) etanolo 0%-), 10% ), 20% {); isopropanolo 0%
(=), 10% &), 20% ); DMSO 0% ), 5% ), 10% ), 15% ), 20% { ).

In tutti i casi i risultati mostrano un rallentanmendella velocita di
conversione aumentando la frazione organica delesté. Tuttavia questo
decremento € molto sensibile nel caso dell’etanmlente appare piu contenuto
nel caso del metanolo, dove I'enzima sembra patlizzare la reazione anche a
concentrazioni di metanolo > 20% v/v (dati omeasighe se un fenomenoldjht
scattering comincia ad essere osservato mediante I'analisitaptometrica
qualora la percentuale di metanolo superi il 10réfdendo piu complicato |l
confronto tra le velocita.

Questa prima serie di esperimenti hanno permessaaolo di dimostrare che
'enzima 1 BHSD5 HT € in grado di trasformare 'AD in TS conauselettivita

praticamente assoluta, ma anche che I'enzima Ha defatteristiche di stabilita
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tali da rappresentare un candidato interessantaipédiapplicazione industriale

della catalisi.

Seppure I'emivita dell’enzima, la sua stabilitamera e la sua attivita in

solventi organici non siano state analizzate @dineéinte nell’ambiente in cui esso

verra poi putativamente utilizzato industrialmentéati fin qui illustrati ci hanno

consentito di passare alla fase successiva, qubllaerificare la capacita

dell’enzima di catalizzare la sintesi di alcuniligiammi di TS, con I'obbiettivo

di dimostrare la sua reale applicabilita in procdsmedia e larga scala.

2.3.5 Scale up della fermentazione

Per effettuare uno studio di sintesi di TS a partia AD mediante I'utilizzo

dell’enzima 1BHSD5 HT, testando diverse condizioni € necessasjpodre di un

quantitativo sufficiente di enzima per effettuareedse prove. In piu, se I'enzima

dovesse essere realmente impiegato in ambito inalestun’ottimizzazione della

fermentazione batterica mirata ad aumentare la uyziode dell’'enzima é

indispensabile.

Prep. Volume | Volume oD Conc. Parametro Tempo oD
N° coltura (I) | inoculo | induzione | IPTG X2 induzione | finale
(ml) (mM) (h)
1 2.5 5 0.85 0.1 X 18 6.32
2 6.2 200 1.6 0.1 X 15 5
3 6.3 300 1 0.1 X 21 6.5
4 6.3 300 1 0.1 X 20 5.5
5 13.9 700 1 0.1 X 24 5.9
6 19.7 200 1 0.1 X 19 10.5
Prep. Conc. Volume | U/ml U/mg Enzima | Unita mg/l u/l
N° enzima | eluato ottenuto | totali | coltura | coltura
(mg/ml) (ml) (mg)
1 31 6.8 0.224] 0.0072p 210 1528 84.32 0.6)1
2 33.22 115 0.494 0.0149 162 5.6p8 26.15 0.91L9
3 25.8 27.5 0.147] 0.005] 709 4044 112861 0.6/41
4 144 35 0.056| 0.0039B 504 1.980 80.00 0.3L4
5 10.5 110 0.290 0.027( 1155 31.p0  83.99 2.2p4
6 48.8 76.2 0.650  0.0131 3718 49.p3 188[73 2.514
Tabella 2.5

Principali valori per le diverse preparazioni enativhe effettuate. La misurazione enzimatica
effettuata mediante Bradford. (a) Dati sensibiliessi.
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Per queste ragioni, una serie di fermentazioniesgice sono state effettuate
su scala di alcuni litri, sia per produrre quansitdficienti di enzima per condurre
gli esperimenti di sintesi, sia per ottimizzarpribtocollo di preparazione.

In Tabella 2.5 sono schematizzati i principali valottenuti e parametri
utilizzati per condurre le sei successive fermaatazdi volta in volta modificate
al fine di ottenere dei miglioramenti.

L’aumento del volume di coltura utilizzato é statettato dalla necessita di
ottenere maggiori quantita di enzima per le provesidtesi. Questa serie di
preparazioni ha anche permesso di determinare riienm di unita di attivita
enzimatica ottenute per litro di coltura, consedtemlunque di valutare se la
produzione dell’enzima per scopi applicativi risgltonomicamente vantaggiosa

0 meno.

2.3.6 Conversione enzimatica dellAD in TS

La riduzione enzimatica del’lAD in TS impone I'egalente ossidazione di
cofattore NADPH o NADH rispettivamente in NADP+ eAN+. Come
precedentemente introdotto, il costo proibitivo dmdfattore ne impedisce
I'utilizzo equimolare nella sintesi. Per questo ivote stato utilizzato un sistema
di rigenerazione del cofattore ben noto in letteiat, basato sulla contemporanea
ossidazione da parte della glucosio deidrogenaBH)Gdel D-glucosio in acido
gluconico, che spontaneamente ciclizza d&nglucolattone, impedendo il
raggiungimento di un equilibrio tra le due forme,censentendo la continua
formazione del cofattore in forma ridotta (NADPHNADH). Questo sistema
consente di spostare I'equilibrio della reazionlczzata dalla 13HSDS verso la
completa conversione dellAD in TS. Sono cosi stabvadotte delle prove di
conversione utilizzando il sistema costituito daedenzimi, la 1BHSD5 e la
GDH, ed i relativi substrati AD e glucosio.

Come precedentemente descritto, la bassa solut&if&AD impone I'utilizzo
di solventi organici, almeno in parte, per aumardala solubilitd. Per questo
motivo e stata testata tutta una serie di solvémtpercentuale del 7% v/v, cosi
come sono stati testati entrambi i cofattori NAD®PMNAD+, entrambi rigenerabili
dalla GDH e accettati dalla fASD5.
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Infine la scarsa solubilita del substrato AD, ancheniscele contenenti una
ridotta frazione di solvente organico ha costrettosviluppare il processo
utilizzando la doppia fase solido-liquido: come extlatizzato in Figura 2.39, la
frazione di AD in fase solida passa in fase acquosaun certo equilibrio (i), che
dipende da fattori come il mescolamento, il tipcsdivente organico presente, la
temperatura, ecc.; 'AD viene convertito dallgBHSD5 in TS in fase acquosa e
non viene raggiunto un equilibrio dal momento che \sempre un eccesso di
NADH o NADPH determinato dall'ossidazione del glamo(ii); il TS nella fase
acquosa, ancora meno solubile dell’AD (<0.1mM), aatando in concentrazione
durante la trasformazione, precipita in fase sdfiia La velocita e la durata della
conversione dipende da una serie di passaggi himita velocita di scambio tra
'AD in fase solida e quella acquosa, dunque ildmtto di solubilita nella
soluzione, dalle unita di BHSD5 utilizzata, dalla disponibilita di NAD(P)H e
quindi dalle unita di GDH e dalla concentrazionegllicosio utilizzata, e infine
dall’eventuale inibizione da prodotto TS.

Essendo difficilmente monitorabili tutti i passaggdipendentemente I'uno
dall'altro, si &€ deciso di massimizzare la dispditéb di NADPH, in modo che
non rappresentasse un fattore limitante, utilizeameh rapporto tra unita di
17BHSD5 e GDH nettamente in favore di quest’ultimo.

In questo modo, lo svantaggio determinato dallasscsolubilita del substrato
AD e del prodotto TS e stato trasformato in un aggio: infatti la catalisi
determina la trasformazione del’AD in TS senzagiuta di una trasformazione
inversa e il TS formato continua ad accumularsetthmente in forma solida,
quindi facilmente separabile dalla miscela di reaei alla fine della

trasformazione.
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Figura 2.39

Schema dei passaggi nella miscela di trasformazioegarata per sintetizzate il TS, per i dettagli
fare riferimento al testo. Abbreviato: androstendice testosterorie forma solida (AR e TS) e
solubilizzata (AQq e TSy, glucosio deidrogenasi (GDH).

Varie prove sono state dunque condotte in 7 mhdipone fosfato 50 mM
contenente il 7% di solvente organico, 600 mg djlidzosio, 70 mg di AD, 68 U
di GDH, 0.15 U di 1BHSD5 e cofattore NADP+ o NAD+. Le miscele, mantenut
a temperatura e pH (7.2) costante, sono state maésceorticosamente fino
all'ottenimento di un livello sufficiente di conwaone. Questo € stato monitorato
mediante analisi HPLC e i risultati sono riassuntiTabella 2.6. | risultati
ottenuti, dimostrano che, con diversi livelli dins@rsione, il sistema utilizzato e
effettivamente in grado di generare il TS. Le resgliori sono state ottenute

utilizzando alcol semplici e il cofattore in forrfasforilata.
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Co- Temp. | Tempo | Conversioneg
Cofattore solvente (°C)p (h)p %
NADP+ [NAD+] : 25 90 [70] 49 [85]
NADP+ acetonitrile 30 44 95
NADP+ DMF 30 44 52
NADP+ DMSO 25 41 90
NADP+ [NAD+] metanolo 25 41 [70] 98 [88]
NADP+ [NAD+] etanolo 25 41 [70] 97 [61]
NADP+ [NAD+] |isopropanold 25 41 [70] 97 [98]
NADP+ [NAD+] |[ter-butanolo 25 41 [70] 92 [98]
NADP+ [NAD+] glicerolo 25 140 [70] 41 [89]

Tabella 2.6

Livelli di conversione dell’AD in TS utilizzando dérsi co-solventi e cofattori.

2.3.6.1 Individuazione del pH ottimale
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Figura 2.40

Analisi dell'attivita specifica dei due enzimi, AMSD5 murino in forma HT e GDH, ciascuna
relativamente al proprio substato, AD e D-glucosiofunzione del pH e del tipo di cofattore
utilizzato.
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Le prove riguardo all'attivitd catalitica finorafeftuate sono sempre state
condotta a pH neutro, cosi come descritto nei diMarori in cui veniva testata
Iattivita del’enzima muriné >’. Tuttavia il contemporaneo utilizzo di un secondo
enzima, la GDH, ha imposto I'ottimizzazione anchquesto parametro, al fine di
individuare il migliorerangedi pH utilizzabile.

| due enzimi sono dunque stati indipendentementelisgti osservando
I'attivita specifica in funzione del pH, sia utiiando il cofattore in forma
fosforilata che non fosforilata. | risultati son@strati in Figura 2.40.

Appare molto interessante osservare che il prafilattivita specifica della
17BHSD5 abbia un picco massimo con il NADPH intornoHa5.5, mentre con la
forma NADH questo salga sopra pH 6.5. D’altro caihtprofilo per la GDH é
esattamente inverso rispetto a quello delBHSDS5 e l'attivita sembra aumentare
esponenzialmente in funzione del pH. Va inoltrestderato I'ordine di grandezza
dellattivita di ciascun enzima: mentre la GDH d&i dalori compresi tra £010",
per entrambi i cofattori, la BHSD5 ha dei valori compresi tra ‘a0 per la
forma NADPH e 10-102 per la forma NADH.

Questa ultima analisi consente di stabilire il etio rapporto tra I'utilizzo di
due enzimi e nondimeno, di individuare il pH pidguttivo ai fini della sintesi di
TS.

2.4 Conclusioni

La sintesi chimica di prodotti farmaceutici viengesso effettuata in diversi
passaggi a causa della complessita di questo tipmigcole, che causano spesso
un incremento dei costi di produzione, un abbasetomgelle rese e I'utilizzo di
composti pericolosi, difficilmente smaltibili. Sdsire una lunga serie di passaggi
chimici con pochi passaggi enzimatici rappresemtaramente una soluzione
preferibile. Con questo fine & stato condotto unalis al fine di individuare e
produrre un’enzima in grado di catalizzare la fazioae di TS a partire da AD in
un singolo passaggio evitando di seguire la classittesi chimica.

Mediante un approccio bibliografico e bioinformati@ stato possibile
identificare nellenzima 1FHSD di tipo 5 murino, espresso in forma

ricombinante e facilmente purificabile mediante aonda di istidine aggiunta, un
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valido biocatalizzatore in grado di effettuare leastormazione desiderata,
dimostrando inoltre un’elevata selettivita, adati@be applicabilita industriale.
Nonostante una serie di ottimizzazioni siano ancamacessarie, sia
nell'espressione dell’enzima che nelle condizionisihtesi, il processo e stato
ritenuto economicamente interessante e percio # gieotetto mediante il
deposito di domanda di brevetto
L’enzima YMR226¢, che invece é risultato inattivei rtonfronti dell’AD,

potra in futuro essere testato con nuovi subsaldine di identificarne possibili

applicazioni in sintesi chimica.
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3 Tirosinasi umana: espressione ricombinante e
caratterizzazione

3.1 Introduzione

3.1.1 La Melanina

La melanina & una complessa molecola policiclicaridine naturale, che e
possibile trovare in molti organismi viventi, dansplici batteri alle piu evolute
piante ed agli animali, con ruoli fisiologici moltdiversi. Nei vertebrati il
processo di sintesi delle melanine, definito mefmmesi, € una funzione
specializzata tipica solo in alcune cellule, demvadalla cresta neurale,
variamente distribuite nella pelle, nell'epiteligmentato della retina (RPE) ed in
alcuni altri tessuti.

Il sistema di pigmentazione dei mammiferi dipendallad sintesi della
melanina, biopolimero che, assorbendo la radiazioménosa, svolge una serie di
importanti funzioni: come cosmetico partecipa alidorazione dell’animale, con
ruolo protettivo (mimetico) o sessualmente attrae®t come macromolecola,
forma una barriera protettiva contro la radiazidsé e contro specie tossiche
radicali o pericolosi intermedi metabofiti

| melanociti, nei mammiferi, sono le cellule respahili della melanogenesi
che avviene al loro interno in organelli speciaizzcircondati da membrana,
chiamati melanosomi. Da questa sede, il successagberimento dei melanociti
alle cellule dell’epidermide, i keratinociti, conapd il processo di melanizzazione
della pelle.

I melanociti producono due tipi distinti di melaaide eumelanine, che hanno un
colore che va dal nero al marrone, e le feomelacmmeun colore che va dal giallo

al rosso.
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3.1.1.1 Eumelanina e feomelanina

Studi estesi, condotti circa 50 anni fa, suggenscohe le eumelanine siano
un biopolimero molto eterogeneo costituito da uditaiidrossiinositolo (DHI) e
acido diidrossiinositolocarbossilico (DHICA) in @iksi stati ossidativi, e da unita

pirroliche derivate dalla loro rottura perossidativ

= N (COOH)
3 S
: X
S

HOOC™ ~NH,

| OH
HO e
| HOOC N ,-’N

S

HOOC™ TNH,

Figura 3.1
Struttura semplificata delle eumelanine, a sinjsirdelle feomelanine, a destra. Immagine adattata
da Ito & Wakamatsu 2008

Anche le feomelanine consistono in una combinaziaie unita di
benzotiazina, benzotiazolo e isochinolino (FigurB).3Non € chiaro come queste
unita monomeriche siano connesse tra loro, anciideggame diretto tra i relativi
atomi di carbonio meglio giustificherebbe I'assanbnto di queste molecole in
tutto lo spettro del visibile.

Sia le eumelanine che le feomelanine derivano daraoursore comune, il
dopachinone (DQ) che si forma dall'ossidazione '@elininoacido L-tirosina
(Figura 3.2), passando per lintermedio L-diidréssilalanina (L-DOPA),
reazione catalizzata dall’enzima tirosinasi. Landba degli orto-chinoni &
strettamente associata alla melanogenesi dal monodet queste sono molecole
molto reattive.

La prima tappa nelleumelanogenesi € una reazi@lativamente lenta
(k=3.8/s) che consiste nella addizione intramol@@ldel gruppo amminico del
DQ a formare la ciclodopa (CD). Appena questa smfy viene rapidamente
ossidata a dopacromo (DC) mediante una scambic @ouna molecola di DQ

(k = 5.3 - 106/M/s), che a sua volta ritorna a LAXO Per via delle diverse
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velocita di formazione, la ciclodopa non si accumuhai a differenza del
dopacromo. Quest'ultimo, con una emivita di 30 mingpontaneamente si
decompone a formare DHI e DHICA con rapporto 70@Haneutro. Tuttavia, in
presenza dell’enzima dopacromo tautomerasi (DCHigneato anchéyrosinase
ralated protein 2(Tyrp2), la dopacromo tautomerizza a formare erkilmente
DHICA. Quindi il rapporto tra DHICA e DHI nelle ewtanine naturali é
determinato dall’attivita dell’lenzima Tyrp2. Segupoi una successiva
ossidazione, nel caso della DHI, mediante uno saamdalox con il DQ, e nel
caso del DHICA, mediante l'intervento ancora délesinasi (nell’'uomo) o della
tyrosinase related protein (Tyrpl, nel topo). Di conseguenza questi enzimgr, T
Tyrpl e Tyrp2 influenzano molto la qualita e la i@ delle eumelanine
prodotte.
L S—
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Figura 3.2
Step iniziali nella biosintesi delle eumelanineeiafeumelanine. Abbreviazioni e composti sono
descritti nel testo. Immagine adattata da Ito & \Afaktzu 2008,

Cosi come per la eumelanogenesi, nella feomelaesgea formazione del
DQ rappresenta la tappa che da inizio alla sintefatti, se la tirosinasi ossida la
L-tirosina in un eccesso di cisterna, questo patla formazione di 5-S-

cisteinildopa (5SCD) e 2-S-cisteinildopa (2SCD)iense ad una serie di altri
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prodotti in bassa percentuale. La sintesi proceeeiante uno scambio redox con
I DQ a formare i rispettivi CD chinoni. A questogse una deidratazione a
formare le rispettive orto-chinolammine (QIl) e wmaie di forme riarrangiate, con
0 senza decarbossilazione, di intermedi benzot@azialla quale la sintesi delle

feomelanine continua.

3.1.1.2 Il modello “casting’

Come descritto, la melanogenesi in vivo producemaiszela di eumelanine e
feomelanine. La quantita totale di melanina pradetdirettamente proporzionale
alla quantita di DQ formata, e quindi all'attivitdella tirosinasi. Come
rappresentato in Figura 3.3 € possibile suddivideesnporalmente la
melanogenesi in tre parti: nella prima la tirosineatalizza la formazione e
I'accumulo di isomeri della CD, che continua findaéconcentrazione di cisterna
supera la concentrazine di 0.48l. Nella seconda parte I'accumulo di CD sopra i

9 uM favorisce la formazione delle feomelanine.
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Figura 3.3

Sopra, la dipendenza tra l'attivita tirosinasicdaequantita e il tipo di melanine formate, &
associato alla alta o bassa disponibilita dei sabstiniziali, tirosina e cisterna. Sotto,
schematizzato ilcasting modelche porta alla formazione dei granuli di melanir@amagini
adattate da Ito& Wakamatzu 2088

Termina infine con la formazione delleumelaninaagdo la maggior parte
della cisterna e della CD e consumata. Percioppoao secondo cui si formano

eumelanine e feumelanine e strettamente correlodesponibilita di tirosina,
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cisterna, dall'attivita della tirosinasi e, non wlieno, dall’acidita del pH che
favorisce la feumelanogenesi rispetto alleumel@megi. La conseguenza
morfologica di questa sintesi temporalmente suddié rappresentata in Figura
3.3, nella quale ad un nucleo iniziale di feumelansegue il rivestimento di uno
strato di eumelanina. Questa modello di strutt@fenda “casting caratterizza la
melanina, in qualunque sede essa venga sintetizatgranuli di neuromelanina
che caratterizza laubstantia nigranel cervello, ai melanosomi dello stoma
dell'iride’. E inoltre ormai generalmente accettato che I'daniea svolga un
ruolo fotoprotettivo antiossidante, mentre la feanma e fototossica e pro-
ossidante.

3.1.2 Latirosinasi: una proteina a rame di tipo 3

La tirosinasi costituisce un enzima chiave nelldamegenesi, dove catalizza
'ossidazione della L-tirosina a L-DOPA, questoia a dopachinone,
l'ossidazione della DHICA a acido indole-5,6-chieoncarbossilico e
I'ossidazione della DHI a indole-5,6-chindfe? Il suo sito attivo & caratterizzato
da due atomi di rame accoppiati in modo antiferrgnedico che legano
I'ossigeno molecolare, attivandolo, mediante larfazione di perossido reattivo
in conformazionep-n*n? secondo una modalita definitside-od®. Questa

modalita di legame dell’'ossigeno e tipica delletgire a rame di tipo 3.

3.1.2.1 Le proteine a rame

Le metallo-proteine a rame sono divise in quatipoih base alle differenti
proprieta spettroscopiche e alle modalita di cowmmniento del rame: in quelle di
tipo 1, anche chiamate proteine a rame blu a cdeidaro intenso assorbimento a
600 nm, il rame é legato da due atomi d’'azoto didwg istidinici, uno zolfo
cisteinico ed uno metioninico; le tipo 2 sono dard&zate da un atomo di rame
centrale coordinato da quattro atomi di azoto @sligeno con una geometria
tetragonale; nelle proteine a rame di tipo 3, ieyelue atomi di rami sono tenuti
molto vicini e coordinati da tre atomi di azotddstici; infine, nel tipo 4, il sito a
rame e formato dall’'unione di un sito a rame dbtje uno di tipo 3, a formare un

clustertrinuclare®.
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Il centro delle proteine a rame di tipo 3 contielnie atomi di rame ravvicinati
che, a loro volta, legano l'ossigeno molecolareoeréndono chimicamente
reattivo. Attualmente, mediante l'analisi delle seqze amminoacidiche delle
regioni nei siti attivi di queste proteine, e pbdsiinserire due famiglie proteiche
(Pfam) allinterno di questo gruppo: uno definitthé central domain of
tyrosinasé che include le tirosinasi, le emocianine dei msthi e le
polifenoloossidasi delle piante; il secondo, inyezgappresentato dalla famiglia
definita ‘copper containing domainche comprende I'emocianina degli artropodi
e proteine larvali di insetto. Le strutture crikigrafiche disponibili di proteine
appartenenti alle proteine a rame di tipo 3 mostraampre PN dell’anello
imidazoico come I'azoto direttamente coordinangolmo di rame.

Le emocianine, come trasportatori, legano I'ossigemolecolare
reversibilmente e le catecolo ossidasi, o piu imege le polifenolo-ossidasi,
convertono glio-difenoli nei corrispondento-chinoni, mentre la tirosinasi orto-
idrossila i monofenoli cosi come converte ghdifenoli nei corrispondenti
chinoni. Come si osserva dalle strutture note dbaaminé® ”’ di catecolo
ossidasi e tirosinasbgni atomo di rame & coordinato da tre resididirsti. La
distanza Cu-Cu nella catecolo ossidasi varia@# 2 4.5 A in base allo stato di
ossidazione degli stessi. E interessante notaree csim le emocianine che la
catecolo ossidasi contengano una cisterna chealota delle istidine coordinanti
il rame mediante un ponte tioestere. Questo norresepte nella tirosinasi.
Tuttavia la differente funzione tra le varie protisembra imputabile alla diversa
accessibilitd dei substrati al sito attivo: ridottel caso delle emocianine e
maggiore nel caso della catecolo ossidasi e dedisiriasi.

Studi condotti sulle sequenze primarie hanno dimtstche queste proteine
sono probabilmente evolute da un’ancestrale prat@inrame la cui funzione
poteva essere quella di proteggere l'organismoadédissicita dell’ossigeno
(Figura 3.4). Gradualmente, con I'emergere di utaimaismo aerobio, si intuisce
come un sistema ti trasporto dell’ossigeno fosskspensabile, portando alla
formazione di precursori delle attuali emocianineadropode e di mollusco, a

partire da primitive tirosinasi e polifenolo-ossda
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Figura 3.4
Filogenesi delle attuali proteine a rame di tipé\8attato da Ragt al.2007°®.

3.1.2.2 Latirosinasi

La tirosinasi rappresenta probabilmente I'enzimagtudiato tra le proteine a
rame di tipo 3, a causa del suo importante ruola péggmentazione della pelle e
nellimbrunimento di frutta e verdufa L'enzima catalizza |'orto-idrossilazione di
un monofenolo e la successiva ossidazione del pdid-fenolico per dare un
chinone. Entrambe le reazioni avvengono con il gores di una molecola di
ossigeno.

In funzione della presenza o assenza dell'ossigesio attivo si presenta in
diverse form&: la forma deossigenata, o formeoxy che presenta i due atomi di
rame nello stato di ossidazione [Cu(l) Cu(l)]; tarha ossigenata, anche indicata
come formaoxy [Cu(Il)-O2-Cu(ll)], consiste di Cu(ll) con una configurazione
tetragonale, ognuno coordinato da dues Bquatoriali ed una M assiale. La
molecola di ossigeno esogena si lega come pontesgdo tra i due atomi di
legame secondo il modello chiamatime on(u-nzne2); la forma indicata come
met [Cu(ll)-OH-Cu(ll)] contiene due atomi di Cu(ll) con configarane

tetragonale accoppiati in modo antiferromagneticpotenzialmente legati da
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ponti esogeni. Purificando, la tirosinasi si otdema miscela composta per I'85%
da Ty-met e per il 15% da Ty-oxy.

La prima e unica struttura cristallografica risddiiatirosinasi e stata ottenuta
mediante la co-cristallizzazione dell’enzima di Streptomyces
castaneoglobisporés con una piccola proteina, chiamata ORF378, rigenu
necessaria per l'inserimento del rame nel sitov@ftti La struttura principale &
rappresentata dadi-elica e ricorda quella del’emocianina di piovrdaccatecolo
ossidasi dipomea batatasNei tre stati ossidativi, che verranno successefae
discussi, la distanza tra gli atomi di rame vaxallo stato definitanetla distanza
tra Cu-Cu varia da 3.9 A a 3.3 A in base al numero di mdectacqua legate,
rispettivamente una o due. Nella forakeoxyla distanza CeCu aumenta a 4.1
A, con una molecola di solvente che funge da poimine la formaoxy la
distanza Cl+Cud' & di 3.4 A.

3.1.2.3 Il meccanismo catalitico

| primi studi biochimici sull’enzima, sono stati pati avanti nel 1985 sulla
tirosinasi del fungoRussula nigricans.Le tirosinasi piu caratterizzate sono
rispettivamente quelle del batteri®treptomyces glaucascens i funghi
Neurospora crassae Agaricus bisporus Il dibattito che riguarda le tappe
attraverso le quali I'enzima catalizza I'ossidazatei mono e difenoli e, tuttavia,
ancora aperto.

Diversi modelli sono stati adattati e modificati daello pubblicato dal
gruppo di Solomoft ®2 Il meccanismo attraverso il quale I'enzima mastiela
sua doppia attivita (monofenolo monoossigenasi, EX4.18.1; catecolo ossidasi
E.C 1.10.3.1) prevede lalternarsi dei tre statilelezima precedentemente
descritti pxy, deoxy e me) e di due cicli catalitici, come rappresentatd-igura
3.5.

Nel meccanismo di Solomon, viene indicato lo staty come il punto di
partenza dell’attivita monofenolasica (vecliesolase cyclen Figura 3.5). Un
substrato monofenolico, si lega all’enzima dellarfaoxye viene ossigenatoa
difenolo. E’ proprio l'attivita monofenolasica (sesolasica) della tirosinasi che
permette di distinguerla da altri enzimi fenoloidasti, come le laccasi e le

ossidasi, e rappresenta il primo step nella melamesj, nonché quello piu lento.
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Il substrato monofenolico, inizialmente si coordinaposizione assiale rispetto
agli atomi di rame della tirosinasky. Successivi riarrangiamenti del complesso,
portano allb-idrossilazione del monofenolo da parte del pedussil rilascio di
una molecola d’acqua e la formazione del complesst tirosinasi-difenolo,
come supportato da esperimenti di EPR e a rafgiAXquesto punto la reazione
puo procedere in due modi: (i) il difenolo vienksciato o (ii) il difenolo rientra
nel ciclo e viene ossidato a chinone daflettirosinasi; il processo di ossidazione
ad opera dell’'enzima fa si che il rame nel sitivatvenga ridotto a dardeoxy-
tirosinasi. Il processo di ri-ossidazione dellastadotto, avviene con l'attacco di
nuovo ossigeno molecolare al sito attivo. Nel cas@ui siano presenti solo
molecole di difenolo, questo si lega all’enzimey e viene ossidato achinone,
restituendo la tirosinasi in formeet. Questa e in grado trasformare un'altra
molecola di difenolo im-chinone, riducendosi quindi allo stateoxy

Il meccanismo dell’attivita difenolasica (detta haccatecolasica), comincia
invece dagli statioxy e met dell'enzima. Il ciclo catecolasico coinvolge
I'ossidazione di due difenoli in concomitanza canriduzione della molecola di
O, con 4 elettroni, restituendo due molecole di actuguesto ciclo, sia la forma
oxy che quellamet reagiscono con due difenoli, ossidandoli a chin@tudi
cinetici’®, mostrano che I'attivita monofenolasica possieda caratteristicéag-
faseiniziale. Questa fase, e dovuta all'incapacitaalé@rmametdi convertire il
monofenolo a difenolo, legandolo invece in modoersibile, formando un
complesso dead-end che sequestra temporaneamente l'enzima dal ciclo
catalitico. Possiamo quindi considerare questo cdmestep limitante del
processo. Il tempo richiesto affinché lo stato ist@ario si instauri, dipende da
due diversi fattori: la concentrazione di monofeng@é lag-faseiniziale si allunga
con l'aumento di concentrazione del monofenolo dwgsce da inibitore
competitivo) e la concentrazione di enzima (aunredgaa concertazione lag-
fasediminuisce). Inoltre, la presenza di quantita siemetriche di difenolo o ioni
di metalli di transizione aboliscono completamdateg-faseiniziale®.

Il fatto che [Iattivita o-idrossilasica dell’enzima sia espressa in stretta
associazione con l'ossidazione deglilifenoli ao-chinoni (il secondo passaggio
della malanogenesi) ha portato alcuni autori andefierroneamente l'attivita

monofenolasica come la completa conversione debifieanlo ao-chinone.
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Come gia detto, la differenza nella reattivitatirasinasi, catecolo ossidasi ed
emocianine e attribuita a differenze strutturaditne si evince dal confronto delle
relative strutture cristallografiche. La prima cstes in una differenza nelle
dimensioni del sito catalitico, che porta ad uneeia capacita dei substrati di
coordinarsi agli ioni rame: mentre 'ossigeno peoetere liberamente in tutte tre
le proteine, il difenolo pud coordinare solo laetatio ossidasi e la tirosinasi,
mentre il monofenolo solo quest'ultima. Tuttavia séato dimostrato che
aumentando I'accessibilita dei substrati mediani@izzo di detergenti, anche le
emocianine dimostrano attivita difenoladita

In base alla specie di provenienza della tirosjnasuni substrati difenolici
sono ossidati con una consistente anomalia risjditiostechiometrico consumo
di ossigeno: la reazione cessa prima che l'ossigeih@ubstrato difenolasico sia
terminato e la successiva aggiunta di substrat rioksigenazione non produce
alcun effetto, mentre I'aggiunta di enzima fa ricoomre la reazione che ha una
durata proporzionale alla quantita di enzima aggiuppare chiaro che, in
questi casi, avviene un fenomeno di inattivazioeehzima. Diversi studi sono
stati fatti su questo tipo di inibizione negli ufii cinquanta anfit®’ e
recentemente, un meccanismo che giustifica questnieno, é stato proposto da
Riley e collaboratoff° Si propone che l'inattivazione della tirosinaisi sausato
da un erroneo posizionamento del substrato difesitaa alla forma oxy
dell’'enzima, che porta all'ossidazione in posizianeta del difenolo mediante
I'attivita cresolasica dell'enzima, rilasciando di un 3-idrossi-chinone e
portando gli ioni nel sito catalitico in conformame inattiva, con uno stato
ossidativi del rame rispettivamente ‘6T, In accordo con questo modello, la
possibilita di un difenolo di agire come inibitoddpende dalla probabilita con cui
guesto non si posizioni correttamente del sitovatti quindi, dalle dimensioni
della tasca catalitica e del substrato. A secomdla dpecie di tirosinasi i substrati
difenolici possono, percio, agire anche come ioritin un processo definito
come ‘suicide inhibitiori. Anche se tale modello poggia su uno studio
sperimentale, non e ancora stata dimostrata laamone di un enzima nello stato
cu’-Cr.
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Figura 3.5
Schema di reazione dell'enzima tirosinasi. Si degtiono il ciclo catecolasico e quello cresolasico
e i tre stati ossidativi dell’enzima. Sono inoltn@strati I'inibizione da monofenolo, che determina

lalag-fase e il meccanismo diuicide inibition Immagine adattata e modifichtd®

112



Tirosinasi umana: espressione ricombinante e esizthzione

3.1.2.4 Latirosinasi umana

Come precedentemente descritto, nei mammiferi riasitiasi rappresenta
I'enzima chiave nel processo di sintesi delle menNelluomo I'enzima e
espresso in tre tipi di cellule: (a) nei melangaithe derivano da cellule della
cresta neurale migrate a colonizzare l'iris, lalea® la pelle; (b) cellule del RPE,
che derivano dalla coppa ottf€a(c) nei neuroni dopaminergici delubstanzia
nigra del cervello, a livelli di espressione pitl bassi

La tirosinasi umana e una glicoproteina di membudinigpo I, che contiene
529 aminoacidi (NP_000363.1), compresi i 18 amimbathe costituiscono la
sequenza segnale N-terminale (Figura 3.6). La semgueucletidica dell’enzima e
codificata dal gene 11g14-g21 (MIM 606963) che ddrascritto maturo di 2082
basi (NM_000372.4). La proteina matura puo essasigadin tre domini: (i) il
dominio N-terminale e luminale di 455 aminoacidi, n singola porzione trans
membrana e (iii) una coda citoplasmatica. L’ectoshdondella tirosinasi umana
possiede l'attivita catalitica. Tale dominio e dtsto da 7 siti di glicosilazione
conservati e 17 residui di cisteina. La glicositeua della proteina e fondamentale
per lattivita dell’enzima. Infatti la presenza desidui glicosilati, come ad
esempio Asn68 e Asn353, e indispensabile per ilettorfolding della proteina.
Una cisteina é localizzata nella sequenza segha&eiene rimossa, lasciando 15
cisteine libere di formare ponti disolfuro nellendizioni ossidanti del reticolo
endoplasmatico. L'analisi in SDS-PAGE di tirosinasforma ridotta ed ossidata,
indica che I'enzima contiene ponti disolfuro, mastarsa differenza di mobilita
elettroforetica tra una forma e l'altra, suggerisbe i ponti disolfuro si formano
tra residui prossimali, senza coinvolgere ampi $odsiti di glicosilazione sono
dispersi lungo la sequenza nel dominio luminalentneei residui di cisteina sono
localizzati i treclusters Il dominio idrofobico trans membrana, di 26 anaoiali,
ancora la tirosinasi sulla membrana dei melanosoam,il dominio N-terminale
rivolto verso il lume dell’'organello.

La porzione C-terminale contiene due sequenze &efea caratterizzate: un
motivo di-leucinico (LL) ed un motivo a base diosina (YXXB, dove B e un
residuo idrofobico). Ognuno dei due domini che fegd rame nelle proteine a

rame di tipo 3, € coordinato da tre residui dolisid.
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L'organizzazione nella sequenza primaria dell’erzig schematizzata in
Figura 3.6. La numerazione dei residui della tmasi viene assegnata
considerando la forma matura della proteina, cioeapdella sequenza segnale
che comprende i primi 18 residui. Per questa ragidnresiduo iniziale e
rappresentato dall’istidina successiva al sitoadiib, mentre i residui precedenti
sono indicati con un valore negativo. Secondo @uassegnazione, tipica delle
proteina di membrana, la metionina iniziale e irsipne -18, il sito CuA
comprende I'His 162, 184 e 193, mentre nel sito @uBiamo His 345, 349 e
371. la regione transmebrana inizia dal residuo d5@&rmina al residuo 481,
mentre la coda citosolica procede fino al residiub. 5

68 93 143 212 272 319 353 ™
SS 456 481
-18 1 511
W Jeee o 0 seese feua] . ) . lcug] |

Figura 3.6

Struttura della tirosinasi umana. Sono indicatiiidi glicosilazione (strutture ramificate)cluster
di cisteine @), la sequenza segnale (SS), la regione transmealfiidM), e i due siti leganti il
rame CuA e CuB. Immagine adattata da Wenal. 2006”.

3.1.2.5 Modelli strutturali della tirosinasi umana

La tirosinasi di mammifero nella sua forma purifeca completa non e ancora
stata cristallizzata. La presenza di glicosilaziassociate a residui Asn e la
porzione trans membrana, rendono molto difficile dastallizzazione della
proteina. Nel 2002, Garcia Borrfinha proposto un modello per la tirosinasi
murina (che mostra un identita del 85% con la foum@ana), basandosi su: (i)
strutture cristallografiche ottenute da emociamreatecolo ossidasi di piante, che
condividono le stesse proprieta di legame al raipiehe della tirosinasi; (ii)
allineamento di sequenze di diverse tirosinasiaemme ‘tyrosinase relatetda
differenti organismi, per poter discriminare i hsi conservati che conferiscono
le tipiche proprieta catalitiche a questa famiglrateica ed i residui responsabili
delle proprieta caratteristiche di ciascun membrosultato € mostrato in Figura
3.7.
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Figura 3.7

Modello schematico della tirosinasi di mammiferdiecmostra le quattra-eliche, i residui
coinvolti nella struttura del sito attivo e di ié@ione con il substrato. In giallo i residui che
direttamente legano il rame; in blu, i residui dbemano unaaromaic shell in rosso possibili
residui che discriminano I'attivita della tirosimata quella delle proteingyrosinase relatet in
verdzg3 altri residui conservati che contribuiscotia atruttura. Figura adattata da Borrenal.
2002".

In seguito alla pubblicazione della struttura alisgrafica della tirosinasi di
Streptomyces castaneoglobispofle prima ed unica struttura cristallografica di
una tirosinasi), un nuovo modello per la tirosinasirina e stato proposto dallo
stesso gruppé (Figura 3.8).

In accordo con il modello proposto, le His che dimano gli ioni rame sono
localizzate in uncluster che comprende quattro alfa eliche impacchettate. U
loop, che comprende i residui M374, S375 e V371tieae i siti di legame CuA
e CuB. Gli ossigeni di M374 e V377 fungono da awecetdi protoni del gruppo
NH degli anelli imidazolici delle His367 e 180 cbeordinano il rame. Il loop e
essenziale per la stabilita dell’architettura deb sattivo. Il modello inoltre
giustifica due mutazioni che determinano un fermtyfbino, S380P e V393F. In
particolare il gruppo idrossilico della S380 cdotiisce al corretto orientamento
della M374 mentre la sostituzione della V393 conrasiduo ingombrante di

fenilalanina, stericamente impedisce la corri&tding del sito attivo.
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Figura 3.8

Recente modello proposto per la tirosinasi murimi#éenuto mediantenolecular modelingIn
viola, l'effetto stabilizzante di S380, rosso: Cwerde: CuB, blu: rame, azzurro: V377, giallo:
S375,arancio: M374, linee tratteggiate: legami geémwo. Figura adattata da Schweikatdal.
2007,

La tirosinasi umana posside un identita dell’85% [otirosinasi murina e del
29% con quella diStreptomyces castaneoglobispgrusa l'identita aumenta
notevolmente in prossimita del sito attivo (FigB8t8). Un’altra tirosinasi studiata
per chiarire il meccanismo e la struttura del sitibivo, e la tirosinasi di
Streptomyces antibiotictie®. L'identita di sequenza tra I'enzima d8.
castaneoglobisporug S. antibioticuse del 82%. Di seguito viene riportato
l'allineamento eseguito sulle sequenze della tvasi di uomo, topo,S.

castaneoglobusporusS. antibioticus.

Huran M_LAVL YCL L WEFQT SAGHFPRACVSSKNL MEKECCPPWSGDRSPCGQL SGRGSOQNI LL 60
Mouse MFLAVLYCLLWSFQ SDGHFPRACASSKNL L AKECCPPVW/EDGSPCGQL SGRGSCQDI LL 60
S.castan. s oo
S.antib. e
Huran SNAPL GPQFPFTGVDDRESWPSVFYNRTCQCSGNFMEFNCGNCKFGFWGPNCTERRLLVR 120
Mouse SSAPSGPQFPFKGVDDRESWPSVFYNRTCQCSGNFMGFNCGNCKFGFGGPNCTEKRVLI R 120
S.castan. s oo MIVR 4
Scantib. s - MIVR 4

*
Human RNI FDLSAPEKDKFFAYLTLAKHTI SSDYVI Pl GTYGQVKNGSTPNVFNDI NI YDLFVW/H 180
Mouse RNI FDLSVSEKNKFFSYLTLAKHTI SSVYVI PTGTYGQVNNGSTPVFNDI NI YDLFVWVH 180
S. cast an. KNQATLTADEKRRFVAAVLELKRSGR- - == - == - == - o e oo m oo oo o YDEFVRTH 38
S.antib. KNQASLTAEEKRRFVAALLELKRTGR- == - === === == - mm e e e e o - - YDAFVTTH 38

-k * . Kok ek e . Ko *k kK *

1
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Human YYVSVDALLGGSEI WRDI DFAHEAPAFL PWHRL FLLRVWEQEI QKLTGDENFTI PYWDWRD 240
Mouse YYVSRDTLLGGSElI WRDI DFAHEAPGFL PWHRL FLLLVEQEI REL TGDENFTVPYWDWRD 240
S. cast an. NEFI MSDTDSGERTG: - - - - - HRSPSFL PWHRRFLLDFEQAL QSVDSS- - VTLPYWDWSA 90
S.antib. NAFI LGDTDNGERTG- - - - - - HRSPSFL PWHRRFLLEFERALQSVDAS- - VALPYWDWSA 90
k- Kook KkkRREE KEE ke .+ kkkk%
1 1
Human AEKCDI CTDEYMCGQHPTNPNL L SPASFFSSWQ VCSRLEEYNSHQSLCNGTPEGPLRRN 300
Mouse AENCDI CTDEYLGGRHPENPNLLSPASFFSSWQ | CSRSEEYNSHQVLCDGTPEGPLLRN 300
S. cast an. DRTVRAS- - ------- LWAPDFL GGTGRSTDGRVVDGPFAAFTGNWPI NVRVDSRTYLRR 141
S.antib. DRSTRSS- - ------- LWAPDFL GGT GRSRDGQVVDGPFAASAGNWPI NVRVDGRTFLRR 141
oot Lot B . .
Human PGNHDKSRTPRLPSSADVEFCL SL TQYESGSVDKAANFSFRNTLEGFASPLTGA ADASQS 360
Mouse PGNHDKAKTPRLPSSADVEFCL SL TQYESGSVDRTANFSFRNTLEGFASPLTGA ADPSQS 360
S. cast an. SLGGS- - - VAELPTRAEVESVLAI SAYDLPPYN- SASEGFRNHLEGARG- - - - - - - - - - VvV 187
S.antib. ALGAG - - VSELPTRAEVDSVLANATYDVAPWN- SGSDGFRNHLEGARG:- - - - - - - - - - VvV 187
DRk ke ks kese ke kkk kkk

Human SVHNALHI YMNGTVSQVQGSANDPI FLLHHAFVDSI FEQALRRHRPLQEVYPEANAPI GH 420
Mouse SVHNALHI FMNGTVBQVQGSANDPI FLLHHAFVDSI FEQALRRHRPLLEVYPEANAPI GH 420
S. cast an. NLHNRVHVWWGGQVATGVS- PNDPVFW.HHAYVDKLWAEWQRRH- PDSAYVPTGGTPDVW 245
S.antib. NLHNRVHVW/GGCQVATGVS- PNDPVFW.HHAY! DKLWAEWQRRH- PSSPYLPGGGTPNVV 245

SEE ke K ke L kRRek RkAks ok so %k kkE K X ax

t t 1
Hurman NRESYMVPFI PLYRNGDFFI SSKDLGYDYSYLQDSDPDSFQDYI KSYLEQASRI WBWLLG 480
Mouse NRDSYMVPFI PLYRNGDFFI TSKDLGYDYSYLQESDPGFYRNYI EPYLEQASRI WPW.LG 480
S. cast an. DLNETMKPWA- - - - - - - e e e oo oo TVRPADLLDHTAYYTFDA- - - - -- - - - 273
S.antib. DLNETIVKPWAR - - = = - oo m e e oo DTTPAALLDHTRHYTFDV- - - - - - - - - 273
x % * .- *

Human AAWCGAVLTALLAGLVSLLCRHKRK- - - QLPEEKQPLLVEKEDYHS- LYQSHL 529
Mouse AALVCGAVI AAAL SGLSSRL CL QKKKKKKQPQEERQPL L VDKDDYHSLLYQSHL 533
S.castan. s oo
Scantib. s -
Figura 3.9

Allineamento delle sequenze eseguito con CLUSTAP® Wa la tirosinasi umana, murina, di
Steptomyces castaneoglobusporiStreptomyces antibioticus.e frecce in nero mostrano le
istidine conservare nel sito CuA, quelle in rosebsgito CuB.

3.1.2.6 La maturazione della tirosinasi umana

Per le proteine che attraversano la via secretirraticolo endoplasmatico
(ER) rappresenta I'ambiente per il processdottiing, mediante I'assistenza di
una serie di foldasi, ciaperonine, sensori foéding e sistemi di modificazione
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covalente che insieme cooperano per un approratesso di maturazione della
proteina nascente.

Grazie della natura molto visibile della sua atéive la sua connessione con
molte patologie, la tirosinasi umana € stata scedt@e proteina modello per
studiare il processo di maturazione delle protein@embrana nell’'uomo e la sua
maturazione & schematicamente riassunta in

Figura3.10.

Quando nel ribosoma inizia la sintesi della tirasinla sequenza segnale (ss)
inizialmente prodotta, lega la particella di ricenmnento del segnale (SPR) la
guale indirizza la sintesi all'interno del ER ledanl recettore della SPR. Questo
e associato al canale Sec 61. La sintesi dunquegeoall’'interno del ER e la ss
viene tagliata quando e distante 142 residui dabsoma. Le glicosilazioni
vengono inserite in blocco, di seguito, durantsitdesi, quando un residuo Asn é
posizionato a 12-14 aa all'interno del ER.

La tirosinasi umana € glicosilata in maniera etgeee@a, con sei 0 sette
glicosilazioni (’Asn 272 e ipoglicosilata a caudalla sua prossimita alla Pro
275). La glicosilazione €& essenziale per I'attiitdsinasica; la sua inibizione
abolisce completamente [Iattivita dell’enzima. Eatst dimostrato che le
glicosilazioni in posizioni Asn 68 e Asn 353 sorandamentali per il corretto
folding della proteina. Le glicosilazioni sono necessgrexr una efficiente
operazione di reclutamento all'interno del sisteri@peroninico della calnessina.
E stato proposto che il sistema di controllo dglialita opera localmente, e ogni
singola glicosilazioni riverste un ruolo diversol f@ding. Mutazioni nei siti di
glicosilazione determinano la formazione di tir@sincon una parziale o totale
assenza di attivita.

La BiP (una Hsp70, che lega regioni idrofobicheg, dalnessina e la
calreticulina (che lega regioni idrofobiche asstecia N modificati), assistono la
corretta maturazione della proteina. La Bip € anprce si associa alla tirosinasi
durante la sua maturazione, quando I'N-terminatkséante 142-170 residui dal
ribosoma. La calnessina (una ciaperonina di menabrara calreticulina (la sua
paraloga in forma solubile) si legano alla protemaintesi finché, nel processo di
maturazione del carboidrato associato alle Asiglutosio finale viene tagliato

dalla glucosidasi Il. La co-espressione della titasi e di calnexina in cellule
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COS7 raddoppia I'attivita della tirosinasi rispetita sua espressione da sola.
Mutazioni della tirosinasi che determinano una @ema terminazione
dell’enzima, con la scomparsa del dominio trans-brama, determinano la
formazione di una tirosinasi in forma solubile mattiva, a causa di una mancata
iterazione con la calnessina, proteina associkar@mbran®.

La tirosinasi possiede 15 cisteine luminali digtiib in treclaster principali.

La formazione di ponti disolfuro & catalizzata datpeine della famiglia delle

disolfuro isomerasi. In particolare €& stata osdervahe, durante la sua
maturazione, la tirosinasi interagire con l'ossidottasi ERp57, associata alla
calnessina e alla calreticulina.

La maturazione dell’enzima procede poi con la farioree di omodimeri,
dopo aver raggiunto il correttmlding nel ER e prima di essere trasportato nel
Golgi. Questi dimeri non sono covalentemente ledatidimerizzazione necessita
un correttofolding della proteina e la presenza di protetgeosinase releted
precedentemente descritte. Infatti queste proteseebrano stabilizzare la
tirosinasi nella sua dislocazione lungo la via ekrezione, e sembrano andare a
costituire un complesso melanogenico che incremgattavita della tirosinasi.
L’enzima maturato correttamente nel ER viene quindiato mediante vescicole
ricoperte da COPII al cis-Golgi. Successivamentegeao tolti dei mannosi dalle
glicosilazioni mediante la mannosidasi | e Il, nmeria glicotranferasi aggiunge
altri zuccheri complessi (I'enzima diventa resisteal trattamento con I'endo-
glicosidasi).

Le metallo-ciaperonine HAH1 o ATOX1 trasportanaalme all’interno del
trans-Golgi. Due trasportatori ATPasici (ATP7A e AMB) sembrano intervenire
nel caricamento del rame nel complesso melanogebidetti del’ATP7A sono
associati a disordini nel trasporto del rame chgsaao una malattia chiamata
Menkes, letale. L’'espressione della tirosinasilwnablasti Menkes immortalizzati
porta alla formazione di una tirosinasi inattiva.

La tirosinasi, cosi come altre proteine associatmelanosoma, possiedono
una sequenza di riconoscimento nella coda cito@#een costituito da due
leucine consecutive, precedentemente descritte, intheizzano I'enzima nel
corretto compartimento. L’eliminazione della codmmlasmatica nella tirosinasi

murina, o la mutazione puntiforme di questi residdetermina una errata
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localizzazione dellenzima nella superficie exttadare della membrana
plasmatica delle cellule pigmentate epiteliali delétina nei topi albini di tipo
agouti L’'espressione della tirosinasi nelle cellule nowlanogeniche Hela,
determina il suo confinamento del lisosoma, premers evolutivo del
melanosoma, mentre una mutazione nelle due leugh& coda citoplasmatica,
ne indirizza la localizzazione nella superficieeesa della membrana plasmatica.
Recentemente e stato scoperto che due proteine &RH3, indipendentemente
giocano un ruolo importante nel trasferimento éelfima nel melanosoma.

Infine, é stato dimostrato che altre proteine e dei melanociti svolgono un
ruolo chiave nell'assistere fiblding della tirosinasi o regolarne I'indirizzamento,

come la proteina di membrana P e la MATP.

Figura 3.10 mf l
In alto, la fase iniziale nel processo di sinte ol -'<"¢-_,>ﬁ<c_uj;-
della tirosinasi nel ER con le relative protein Nt e B

che assistono folding. A destra, la successiva
maturazione dellenzima nel Golgi €
lindirizzamento al melanosoma. Immagin
adattate da Wanef al. 2006%

Melanosome / APAI3
P

Stage IV Stage N

3.1.3 Il ruolo della tirosinasi umana in patologie e tratamenti

Problemi di pelle associati ad una erronea pignzésria rappresentano i
disturbi dermatologici piu frequenti. Molteplici m@&nismi sono coinvolti in
questi cambiamenti, implicati soprattutto nellaalegione della funzionalita dei
melanociti. In questa parte focalizzeremo I'attenei sul ruolo della tirosinasi
nelle malattie dermatologiche come [l'ipopigmentaegio(albinismo) e il suo

targeting farmaceutico nel trattamento dell'iperpigmentagioninoltre ci
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focalizzeremo nella possibile implicazione delleoginasi nella formazione di
specie reattive dell'ossigeno (ROS) e in generakonstress ossidativo, che
potrebbe rappresentare una causa delle cause @a@afiansviluppo di patologie
che interessano cellule dove l'enzima e espressmecil Parkinson e |l
melanoma, cosi come ci focalizzeremo sull'utilizzella tirosinasi per il loro

trattamento.

3.1.3.1 L’albinismo

Difetti nel funzionamento dell’enzima tirosinasi §3ono causare la
depigmentazione della pelle e sono associati dliA$mo Occulocutaneo di tipo
1 (OCAL1), una delle piu comuni forme di albinisrhalassici casi di OCA1, sono
caratterizzati dalla totale assenza di melaninemalle, nei capelli e negli occhi.
Piu di 100 diverse mutazioni del gene della tirasirpossono essere associate ad
un fenotipo amelanoticoA(binism database http://albinismdb.med.umn.edu/).
L’analisi delle mutazioni, riscontrate in diversazienti albini, rappresenta uno
strumento molto utile per trarre conclusioni sumiloi funzionali ed i residui
critici per lattivita dellenzima, nonché sulle geni regolatorie della sue
espressione (Figura 3.11). Queste mutazioni septaso in un ampio numero di
forme: missenso, non-sendoameshifte delezioni. Alcune di queste mutazioni
coinvolgono direttamente residui cisteinici (C71&)dei siti di glicosilazione
(T355K), che impediscono una corretta maturazicgladirosinasi, mentre altre
coinvolgono direttamente il sito attivo dell'enzirta349Y).

Il classici tipi di casi OCAl sono caratterizzatalld totale assenza di
melanina nella pelle, negli occhi e nei peli finalld nascita. L’iride puo essere
blu chiaro e traslucido cosi come I'iris apparesoos rosa alla luce, mentre con
'aumentare dell'eta pud acquisire qualche formap@jmentazione. La pelle
rimane bianca o diventa leggermente pigmentatatem®po; se rimane non
protetta, si possono sviluppare eritemi qualoraesiposta al sole. Tuttavia, in
generale, si osservano differenti fenotipi nellOGAhe dipendono dall’attivita
residua della tirosinasi, prodotta dagli alleli amti dell’enzima.

L’'OCALl é stata classificata in due categorie: (AQA, quando lattivita
della tirosinasi € completamente assente e (b) IBC4uando un’attivita residua

dell’enzima rimane. L'OCA1A rappresenta ovviametdeforma piu grave di
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OCAL. La capacita visiva dei pazienti affetti da&I@ e notevolmente ridotta a
tal punto che essi sono riconosciuti come ciecha) chomento che la

pigmentazione del RPE, che regola la proliferazienia differenziazione della
retina neurale durante lo sviluppo e cruciale pgugpare una corretta visione.
Astigmatismo, strabinismo, fotofobia sono normalteemolto gravi in questi

soggetti, e liride, che appare loro rosa alla iftasspessa diventa blu-grigio con
I'eta. Il fenotipo OCALA € lo stesso in tutti i gipi etnici, indipendente dall’eta,
ed e caratterizzato da un’assenza di melanina yi&a ta vita del paziente.
Diversamente nellOCA1B, seppure ci sia poca o umespresenza di melanina
alla nascita, una progressiva melanizzazione pwerare nel tempo. Il livello

puo variare da un basso livello fino a una quasimate pigmentazione e il

fenotipo € influenzato dall'appartenenza etnicarifjliare del pazient&

E40
L 4ICTTT
Ll TT—C

Figura 3.11

Principali siti di mutazione nella sequenza ammamtiaa della tirosinasi, che comprende
mutazioni missenso, non-sens@rameshift e delezioni. Immagine adattata dal database
dell'albinismo (http://albinismdb.med.umn.edu/).

3.1.3.2 Discromie cutanee e trattamento dell'iperpigmentazine

L’incremento nella produzione e nelllaccumulo dilamene caratterizza un
ampio numero di malattie associate alla pelle, clwdude iperpigmentazioni
acquisite come melasma, iperpigmentazioni posanmfnatorie, lentigo solari, etc.
L’iperpigmentazione dell’epidermide puo dipendena sla un aumento del

numero di melanociti, sia da un’aumentata attiviggyli enzimi coinvolti nella
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melanogenesi. La luce ultravioletta, le inflammaziaroniche, lirritazione
meccanica della pelle, cosi come un’anormale iibasdell’ormone di
stimolazione deglia-melanociti ¢-MSH), sono le principali cause di questi
disturbi. Come risultato della loro principale lbzaazione in aree esposte alla
luce, le iperpigmentazione acquisite hanno un’irtgpera psicologica e cosmetica
rilevante, al punto tale che molti studi si sonaalzati nella ricerca e allo
screeningdi possibili agenti depigmentatffi

Il principale meccanismdarget per il trattamento di queste patologie e
rappresentato dalla melanogenesi. Sono stati faettiuna serie di inibitori della
melanogenesi, sia di origine naturale che sintékaura 3.12). Le varie tipologie
di inibitori della melanogenesi sono state raggaiepn sei diversi tipologie: (1)
agenti riducenti che determinano la riduzione dgathinone al suo precursore
L-DOPA, evitando la formazione del dopacromo euecessiva formazione delle
melanine: cosi ad esempio agisce l'acido L-ascorb{2) reattivi contro glio-
dopachinoni, come molti composti tiolici, che soben noti inibitori della
melanogenesi in quanto reagiscono candbpachinone a formare prodotti poco
colorati. (3) Substrati alternativi, come molti qoosti fenolici, le cui relative
forme chinoniche assorbono in una regione spettddersa da quella del
dopacromo e possono competere con il substratoatatu-tirosina, rallentando
o modificando la sintesi delle melanine. Tuttaviaesfe prime tipologie di
inibitori rallentano la melanogenesi fintanto chennsono completamente
consumati, dopo di che, la melanogenesi riprenddagtessa velocita che aveva
prima del trattamento. (4) Inattivatori non spietifiella tirosinasi, come acidi o
basi, che in maniera non specifica denaturano ibeaznibendone la sua attivita.
(5) Inattivatori specifichi della tirosinasi, conmgbitori specifici nel meccanismo
di catalisi, anche detti substrati suicidi. Quasithitori sono riconosciuti dal sito
attivo dell’enzima e portano alla formazione dideg covalenti con I'enzima o
alla formazione di stati inattivi del’enzima, inamiera irreversibile. Tra questi,
quei subitati che inducono I'enzima a reagire sadada via del suicidio (vedi
paragrafo 3.1.2.3). (6) Inibitori specifichi deli@sinasi che legano I'enzima in
modo reversibile e riducono la sua capacita catalittome molti composi di

origine naturale. Tipicamente questi inibitori soadkassificati a loro volta in
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guattro gruppi, costituiti dagli inibitori compaetit, un-competitivi, inibitori misti,
e non competitivi’ 1%

La disponibilita commerciale della tirosinasi dingo ha giocato un ruolo
cruciale dello studio degli inibitori di questo @na e molte ricerche sono state
condotte su questo unico enzima purificato dal éug bisporus Tuttavia
I'utilizzo di questo enzima ha dato alcune limitami per quanto riguarda
I'utilizzo di inibitori della tirosinasi di fungon applicazioni sul’'uomo, a causa
delle differenze che distinguono la tirosinasi whdo rispetto a quella umana: la
tirosinasi di fungo € un enzima citosolico menttelfp umano é associato alle
membrane. In piu, quello di fungo e un tetrametrentre quello umano € un
dimero ed viene altamente glicosilato durante ib sitomplesso processo di
maturazione. Per questo motivo rimane ancora migiitata I'informazione
riguardo gli inibitori scoperti per la tirosinasmana ed uno studio biochimico,
cinetico, strutturale e del meccanismo di azionguisti inibitori nei confronti
dell’enzima deve ancora essere sviluppato.

BN

Attualmente nessuno studio sull'inibizione é staftettuato utilizzando la
tirosinasi umana, a causa della mancanza di urenssstdi espressione
ricombinante dell’enzima e di purificazione, sebbesicuni studi siano stati

effettuati utilizzano un estratto crudo di melatiogimani come fonte di enzima.

(a) Standard tymmase inhibitors (b) Flavonols (c) Flavones
HD oH
e 0
C,J;’; o |
E“’J’Lmi o NmmncIIPEDOH in- R=OH

{Cmn])-eﬂﬂve: RAs 02F ref37)  (Competitive, éw‘ 10.4F; ref 35)
(d) Flavanones : .
{e} Flavanals (RA* < 01F; ref43)

OH
\WU (f) Isoflav-3-en
HO, 0.
Me
OiMe
Sreppogenin %
(Competitive; RAY, 13.6F; ref 41) (m» ]t]lF ; Tef.44) 2

[m» 0.5F; ref 43) Haginin A
{Moo-competitive; RA®, 10.1F, ref.55)

Figura 3. 12
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3.1.3.3 Il morbo di Parkinson

La malattia di Parkinson rappresenta una delle Ipgi® associate al
movimento, piu frequenti e, dopo la malattia di #dmmer, la piu diffusa malattia
neurodegenerativa che affligge 1-2% delle persooprasi 65 anni. Essa
rappresenta una patologia progressiva carattesizdall'incapacita di iniziare,
eseguire e controllare i movimenti.

Dal punto di vista neuronale, la malattia € caraitata da una perdita
selettiva dei neuroni doparminergici neBabstantia nigranella regionepars
compacta accompagnata da una dispersione della dopamnalha striatum e
dalla presenza di inclusioni citoplasmatiche condeccome corpi di Lews. La
maggior parte delle forme di Parkinson sono spaotegjisebbene in alcuni casi
una correlazione familiare sia stata osservatda$atogenesi della malattia nei
casi sporadici rimane sconosciuta, le forme asse@anmutazioni genetiche, che
caratterizzano le forme familiari, hanno dimostraiomodo evidente come la
patogenesi sia associata a disfunzioni mitocondmélincremento dello stress
ossidativi, a deregolazioni del sistema ubiquifinateosoma e alla scorretta
strutturazione di proteine e la loro relativa aggaone in strutture fibroidali.
Inoltre, a causa del significativo contenuto di @wmpnina che caratterizza le
cellule coinvolte da questa patologia, € stato gstpche la dopammina stessa, o
un suo metabolita, come i dopammino-chinoni cheavdeo dall’'ossidazione
dell’'anello catecolico, possono costituire la gatat vulnerabilita di questi
neuroni.

Quando la quantita di dopammina citosolica superacbncentrazioni
fisiologiche, la dopammina puo essere metabolizeaddiante la monoammino
ossidasi e aldeide ossidasi a formare il relatsid@3,4-diidrossifenilacetico, non
tossico, e perossido, 0 pud essere sequestrdtdattio dei lisosomi dove si auto
ossida a formare neuromelanina. Quest’ultima, pleTcEmente introdotta,
rappresenta un polimero stabile, responsabile dathimentazione scura della
substantia nigra che potrebbe svolgere all'interno delle cellule ruolo
neuroprotettivo riducendo [lattivita citotossica i da@lopamminochinoni e

sequestrare al suo interno pericolosi metalli cdereo, rame, manganese e
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cadmio. E stato dunque proposto che I'enzima tiasj normalmente coinvolto
nella biosintesi delle melanine, sia coinvolto anchella biosintesi della
neuromelaninaKigura 3.13, dopo che ne e stata osservata la presenza, e del
relativo mRNA, nellssubstantia nigra

Tuttavia la tirosinasi potrebbe anche ossidare ellan catecolico della
dopammina a formare la dopamminochinone, altamesdtiva, al di fuori del
lisosoma. Ci sono diversi possibili proteitergets per questa specie reattiva
all'interno dei neuroni dopaminergici. Nel citosatfatti il dopamminochinone
puo reagire con i gruppi solfidrici dei residuiteisici a formare addotti con le
proteine, portando ad una alterazione irreversibilalla perdita delle funzioni
della proteina interessata. In presenza di tirgsjina dopaminochinoni possono
reagire cona-sinucleina e stabilizzare la sua conformazione fanma fibrille
tossiché",
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Figura 3.13
Schema riassuntivo del possibile ruolo svolto ddiltasinasi nella neuromelonogenesi e nel
metabolismo della dopammina. Figura adattata daudsaet al. 2003.

Questa serie di considerazioni dimostrano come irasimasi abbia la
potenzialita di causare danni ai neuroni dopamiogngediante la formazione di

dopamminochinoni, cosi come ricoprire un ruolo ettdto per la cellula,
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catalizzando la formazione di neuromelanina. Il suolo in questa patologia,

dunque, rimane ancora da chiarire.

3.1.3.4 Latirosinasi come target per il trattamento del méanona.

I melanoma maligno e uno dei piu mortali cancri'demo. Si stima che
55.100 nuovi casi di melanoma invasivo siano diagoati in USA ogni anno, e
7.910 quelli che moriranno per questa malattiatd_ie cui questa malattia puo
colpire va da 1 a 74 anni. Attualmente la prina@pt@rapia per il trattamento del
melanoma consiste nell'intervento di rimozione wtgico, the tuttavia ha un
elevata probabilita di fallire nei casi piu avamzaietastatici, che risultano anche
quelli piu fatali.

E stato dimostrato che, quando i melanociti divemtenaligni, il gene per
I'espressione della tirosinasi risulta sovraespmressn il conseguente incremento
dei livelli di tirosinasi presenti allinterno dell cellule cancerose. Non é
comunque ancora chiaro se l'enzima in sé o la s&etomposizione in
feomelanine ed eumelanine possa favorire la foromezdi specie citotossiche.

Il piu diffuso e utilizzatomarker specifico per determinare la presenza di cellule
di melanoma circolante é rappresentato da una RE{BE I'espressione del gene
della tirosinasi.

Per questo motivo, dal momento che la tirosanggresenta una proteina
naturalmente presente nella cellula tumorale dstpugpo e virtualmente assente
nelle altre cellule, se confrontati i livelli di m®ssione, essa rappresenta un
putativo enzimatarget per indirizzare farmaci selettivi per il trattanbendi
melanomi. Una serie di profarmaci, che vengoneatitdalla tirosinasi, sono stati
oggetto di studio per il trattamento del melanomagenerale esistono due tipi di
approcci per questi farmaci, il primo definito corae“tallone d’Achille” e il
secondo come “Cavallo di troia”.

L’approccio a “tallone d’Achille” (Figura 3.14) sbasa sull'utilizzo di
substrati analoghi a quelli della tirosinasi, dis®#y per massimizzare la
produzione di prodotti di ossidazione altamentdtirgae la loro diffusione. Una
volta rilasciati nel citosol, questi andranno adetiagire con vari componenti
cellulari, causando danni irreversibili. Il limith questa strategia & rappresentato

dall’elevata reattivita degli ortochinoni con i cposti tiolici, rispetto ad altre
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macromolecole, e di conseguenza la citotossicfiaritie anche dalla mancanza di
questi ultimi composti.

Nel caso invece delle molecole “cavallo di Troid’profarmaco e costituito
da una porzione di molecola analoga ai substrditk dieosinasi, a cui e legata la
molecola effettrice, il profarmaco che inizialmenmen risulta tossico per la
cellula. Il processamento della molecola ad opetbedzima, produce il relativo
chinone instabile, che evolve spontaneamente lilolerda porzione citotossica.
Questo tipo di modalita chemioterapia nota come MDHmelanocyte directed

enzyme activated pro-drug thergmgyattualmente in fase di sviluppo.

A Achilles Heel B Trojan Horse
functional impairment
GSH depletion
protein binding X
- T binding to nucleic acids e T T
\ 5§ —= Q \ /S—X —>0Q-X C w
Figura 3.14

Strategie adottate che utilizzano la tirosinasi e@nzimaarget per il trattamento del melanoma:
a sinistra la strategia a “tallone d’achille”, sstdea “cavallo di troia”. Immagine adattata da Rile
2003.
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3.2 Scopo del progetto

Seppure le informazioni riguardo sequenza gengtiraaria della tirosinasi
umana sia disponibile da tempo, I'enzima non e mnetato ottenuto in forma
ricombinante, attivo e purificato. Probabilmentesilo complicato processo di
folding, che prevede l'intervento di numerosi sistemi dnteollo di qualita e
I'iterazione con numerose altre proteine, rendsua produzione, in organismi
semplici, inefficace nel tentativo di ottenerldamma attiva.

L'utilizzo dell'enzima umano purificato rappresentano strumento
fondamentale per conoscere i meccanismi d'inibeiategli attuali inibitori
utilizzati e la progettazione dei futuri. Inoltrettenimento di un’unica isoforma
dell’enzima rappresenta uno strumento fondamenmgatetentare di risolvere la
struttura cristallografica dell’enzima: attualmemiéti gli esperimenti ddocking
con inibitori della tirosinasi vengono condotti solodello della tirosinasi di
Streptomyces castaneoglobusporidsittavia si ritiene che notevoli differenze
strutturali, in particolare sull’accessibilita atoscatalitico, differenziano le due
tirosinasi.

Ottenere quindi un sistema per produrre un’unicafoisna dell’enzima,
riproducibile, standardizzabile ed economicamenteessibile, rappresenta il
primo traguardo da raggiungere per studiare I'eazi@li studi che poi possono
essere effettuati sull’enzima prodotto, posso rigaee 'individuazione di nuovi
inibitori per il trattamento delle iperpigmentazipmo studio del meccanismo
catalitico e la definizione di residui coinvolti Inattivita catalitica, aggiungere
nuovi dettagli nel suo ruolo in patologie associat&kOS e il suo potenziale
utilizzo cometargetcontro i melanomi.

In questo lavoro ci proponiamo di esprimere lasimasi umana in forma
ricombinante e attiva, utilizzando cellule di insetli Spodoptera fungiperdan
coltura (Sf9) e il baculovirus (AcPMV), la sua digazione e caratterizzazione al

fine di aggiungere nuove informazioni strutturatjelle gia esistenti.
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3.3 Risultati

3.3.1 Espressione della tirosinasi mediante il sistema balovirus

Precedenti tentativi di esprimere la tirosinasi nenan sistemi procariotici, o
eucariotici poco evoluti, sono falliti nell’ottenanto dell’enzima in forma attiva,
probabilmente per il complesdolding dell’enzima, che necessita di sistemi
articolati di glicosilazione, trasporto del rame eontrollo di qualita come
precedentemente descritfo'**1®

Rispetto a sistemi di espressione in cellule di m#ero, uno piu economico
e semplice e costituito dal sistema baculovirug cbnsente di esprimere la
proteina di interesse in cellule di insetto, siees®d che in sospensione. Per
I'espressione in forma ricombinante della tirosiam®ana, € stato scelto questo
sistema, spesso utilizzato per produrre proteimaatnbrane di organismi evoluti,
come i mammiferi. Le linea cellulare sf9 sceltall(de di ovaio diSpodoptera
fungiperdg, rappresenta il tipo cellulare piu economico ecilfaente

maneggiabile per sfuttare questo sistema.

3.3.1.1 Il sistema baculovirus

Negli ultimi vent’anni il sistema di espressioneealtilizza cellule di insetto,
associato a una forma di baculovirus (AcMNPV) ajtposente ingegnerizzato, e
diventato uno dei sistemi piu diffusi per la produne di proteine complesse ed é
stato utilizzato con successo per I'espressiormediinaia di diverse tipologie di
proteine come, ad esempio, recettori associatpatiteina G o citocromi p450. Si
ritiene che questo sistema possieda proteine etiche capaci di foldare,
modificare, trasportare ed assemblare polipeptidnubva sintesi generando
proteine molto simili a quelle originali.

Tuttavia € anche vero che la via di processameelie groteine negli insetti
non €& esattamente sovrapponibile a quella deglar@tc evoluti, come i
mammiferi, in particolare per quanto riguarda dteima di glicosilazione. E noto
che la maggior parte delle linee cellulari di imsetonvertono I'N-glicano

I'intermedio, ad elevato contenuto di mannosio, soenanche per gli organismi
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mammiferi, in un prodotto paucimannosico specifemo degli insetti (Figura

3.15). Questo limite del sistema baculovirus pugess 0 meno considerato, in
base al tipo di proteina di interesse, al ruololidggglicani in essa e al contributo
che da l'acido sialico terminale alla funzione dgbroteina. In ogni caso questo
limite puo essere superato utilizzando linee caflutli insetto appositamente
modificate con un sistema di glicosilazione tipit® mammifert®”.

High mannose Key to symbols
B GicNAc
O Man
1 A Fucose
@ Gal
O GalNAc
4@ Sialic acid

Insect Mammalian
Asn
N-acetylglucosaminidase N-acetylglucosaminyl
transferase II
N-acetylgalactosaminyltransferase Galactosyltransferases
Asn Sialytransferases Sialytransferases

Paucimannose

Sialylated complex

Figura 3.15
Schematizzata la differente modalita di glicostb&® che distingue il sistema dei mammiferi
rispetto al sistema degli insetti. Immagine adattit Koset al. 2005”".

Nei seguenti paragrafi verra descritto come I'er@imella sua forma intera e
in una forma solubile, sia stato clonato ed espreSaranno trattati, poi, gli le
procedure adottate nella purificazione e la catiatazione della forma intera e
attiva. La forma solubile, costituita dal solo doroiluminale, putativamente non
glicosilato e non associato a membrane, e stateessp solo come controllo
negativo, inizialmente nella fase di espressionsuecessivamente nei test di
attivita. Infatti, la sequenza segnale che caiatterda forma intera e riconosciuta,
nell'uomo, dalla particella di riconoscimento delegeale (SRP, vedi
introduzione); che questa sequenza umana sia scaria anche dallomologa
particella nelle cellule d’insetto, & plausibileamon ovvio. Nel caso I'enzima,
nella sua forma intera non fosse stato espressopninollo negativo privo della

sequenza segnale, avrebbe potuto evidenziare $a clali problema.
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3.3.1.2 Clonaggio nel vettore pFastBac ®

In un primo costrutto il gene per la tirosiansi umaa stato clonata nel vettore
pFastBac ® nella sua intera lunghezza (aa 1-528))ificante per la sequenza
segnale (ss), il dominio luminale, quello transmeank e quello citosolico. Nel
secondo costrutto e stata clonata solo la porzmodificante per il dominio
luminale (aa 22-471). Entrambi i costrutti sondistétenuti da sequenze clonate
in diversi vettori, disponibili presso il nostrablaratorio, da un iniziale sequenza
ottenuta da Sprit2® clonata dal vettore pBR322.

Il cDNA codificante per la sequenza intera dellama & stato ottenuto da una
sequenza precedentemente clonata in nel vettord&NGDdove la sequenza era
stata inserita tra due siti di restrizione ECORGEL mentre la sequenza della
forma solubile é stata ottenuta da quella precedesnite clonata nel vettore
pCR2.1 tra i siti di restrizione EcoRI e Xbal. Limasegia di clonaggio prevede
I'inserimento delle due sequenze nel vettore pFastB (Figura 3.16) mediante
gli stessi siti di restrizione. La procedura e ditscin Materiali e Metodi. Il

principale controllo del clonaggio € mostrato igutia 3.17.

Start of
Paodyhe dnin promoter -,riﬂ:m
TA:"ATEATGG AGATAATTAA AATGATAACC ATCTCGTARA TMT}!'AGTA
wild-type ATG mutsted 0 ATT
=
TTTTACTGTT TTCGTAACAG TTTTGTAATA AARARACCTA TAAATATTCC
Elan-IHI R&'I' Il El&Ti-i Il
GEATTATTCA TACCGTCCOCA CCATCGEGOG CERATCCOCGE TCOGRAGOGD
EcoR | Sul Eall Estl Spe Mot Nep W
GCTGIF'ATTCA MGGEETAESITEGA:T@.GETICF'.IETAGTCGEIEGEEGCTTTIE
dbal Patfl Xhol Sph ll Kpn | Hind Il
GMTIEEAG EETGEE'.IGTF_‘IT' CG GGTATGIE G 'AEIEA.IAG: TTGTCGAGRR
EVA0 polyad emdation signal
GTR“.EAGIG ATCATAATCA GCCATACCAC ATTTGTAGAG GTITTTACTTG

Figura 3.16
Mappa dei siti di restrizione che caratterizzanmillti cloning sitedel pFastBac ®, immagine
tratta dal manuale Bac to Bac.
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Figura 3.17

A sinistra, gel al 2%, gel d’agarosio
all'l% con i plasmidi purificate da

colonie casualmente scelte e digerite
con BamHI e Ncol, per evidenziare le
dimensioni del frammento ottenuto
(vedi Materiali e Metodi).

Di seguito vengono dettagliatamente mostrate, nglquenza nucletidica
della tirosinasi, i principali siti utilizzati peit clonaggio e il sequenziamento
dell’enzima, nonché i siti che distinguono la formgera dalla forma luminale
(Figura 3.18).

Nt AA
cttgtga_gaggaagaatgctcctggctgttttgtactgcctgctgtggagtttc 39
L L AVLLYO CLILWSF 13
cagacctccgctggccat_gcctgtgtctcctctaagaacctgatggagaag 99
QT SAGHTFPRACVS S KNL 33
gaatgctgtccaccgtggagcggggacaggagtccctgtggccagctttcaggcagaggt 159
E CCP P W D P CGQL S GR G 53
tcctgtcagaatatccttctgtccaatgcaccacttgggcctcaatttcccttcacaggg 219
S CQNI L L SNAPLGP QQFUPFTSG 73
gt ggat gaccgggagt cgt ggccttccgtcttttat aat aggacct gccagt gct ct gge 279
V D DRESWPSVFYNRTTZ CAOQTCS G 93
aactt cat gggat t caact gt ggaaact gcaagtttggcttttggggaccaaact gcaca 339
NF MGFNZ CGNT CIKUFGFWGUPNTZ CT 113
gagagacgact ct t ggt gagaagaaacat ct t cgat t t gagt gccccagagaaggacaaa 399
ERRLLVRRNI FDLSAPTETKDK 133
ttttttgcctacctcactttagcaaagcat accat cagct cagact at gt cat ccccat a 459
FFAYLTLAKMHTI SS DY VI PI 153
gggacct at ggccaaat gaaaaat ggat caacacccat gttt aacgacat caatattt at 519
G TYGQMKNGSTWPMFNDI NI Y 173
gacctctttgtctggatgcattattatgtgtcaatggatgcactgcttgggggatctgaa 579
DLFVWMHYY VS MDA L S E 193
atctggagagacattgattttgcccatgaagcaccagcttttctgccttggcatagactc 639
I WR DI DFAHEAPAFLZPWHRIL 213
ttcttgttgcggt gggaacaagaaat ccagaagct gacaggagat gaaaacttcactatt 699
FLLRWEI QEI QKWLTGDENTFTI 233
ccat at t gggact ggcgggat gcagaaaagt gt gacat t t gcacagat gagt acat ggga 759
P Y WDWRUDAEJ KT CDI CTUDEY MG 253
ggt cagcaccccacaaat cct aact t act cagcccagcat cattcttctcctcttggcag 819
GQHPTNPNLLSPASTFZFSSWAQ 273
at t GHCHoHEGEegallggage8 st acaacagccat cagt ct t t at gcaat ggaacgccc 879
Il vV CSRLEEYNSHOQSLT CNGTP 293
gagggacctttacggcgtaatcctggaaaccatgacaaatccagaaccccaaggctcccc 939
E P LRRNPGNMHDI KSR RTWPRTLP 313
tcttcagctgatgtagaattttgcctgagtttgacccaatatgaatctggttccatggat 999
S S ADVEFT CLSLTWOQQYESGSMD 333
aaagct gccaatttcagctttagaaat acact ggaaggatttgct agtccacttact ggg 1059
K AANF SFRNTULEGFASZPLTG 353
at agcggat gcct ct caaagcagcat gcacaat gcctt gcacat ct at at gaat ggaaca 1119
A DASQSSMHNALMHI Y MNGT 373
at gt cccaggt acagggat ct gccaacgat cctatcttccttcttcaccatgcatttgtt 1179
MS QVQGSANUDU PI FLL HHATFYV 393
gacagtatttttgagcagt ggct ccgaaggcaccgtcctcttcaagaagtttatccagaa 1239
DSI FEQWLIRRHRPLQEVY PE 413
gccaat gcacccat t ggacat aaccgggaat cct acatggttccttttataccact gtac 1299
ANAPI GHNRESYMVZPFI P LY 433
agaaatggtgatttctttatttcatccaaagat ct gggct at gact at agct at ct acaa 1359
R NGDVFF 1l S S KDLGYDY SYLlLAQ 453
gatt cagacccagactcttttcaagact acattaagtcct attt ggaacaagcgagt cgg 1419

133



Tirosinasi umana: espressione ricombinante e esizthzione

DS DUPWDSVFQDYIl KSYL EQAS SR 473
atctg-atggctccttggggcggcgatggtaggggccgtcctcactgccctgctggca 1479
I WS WL L G A MV GAV L T AL L A 493
gggct t gt gaget t get gt gt cgt cacaagagaaagcagct t cct gaagaaaagcagcca 1539
G LV SLL CRHIKRIKOQLPEEIKOQP 513
ct cct cat ggagaaagaggat t accacagct t gt at cagagccatt t at aaaaggctt ag 1599
L L MEKEUDYHSULY QS HL Stop 529
gcaat agagt agggccaaaaagcct gacct cact ct aact caaagt aat gt ccaggt t cc 1659
cagagaat at ct gct ggt attt t t ct gt aaagaccat t t gcaaaat t gt aacct aat aca 1719
aagt gt agcct t ct t ccaact caggt agaacacacctgtctttgtcttgetgttttcact 1779
cagcccttttaacattttcccct aagcccat at gt ct aaggaaaggat get at tt ggt aa 1839
tgaggaact gtt attt gt at gt gaatt aaagt gct cttattttt aaaaaaccofdatea 1899

Figura 3.18

cDNA della tirosinasi (NM_00032) e relativa seqeeeiproteica (NP00363). | nucletidi (nt) sono
numerati nella colonna di sinistra, iniziando datl, mentre gli amminoacidi (aa) nella colonna di
destra. In evidenza: il sito di restrizione EcoRkiale e quello finale utilizzato per il clonaggio

della forma interall{ifligfigio); sequenza iniziakdld forma luminale, in cui i residui indicaff(in

) sono sostituiti con la sequenza gaattcatgferente un sito di restrizione EcoRl e l'atg
iniziale, mentre il relativo codone di stop & ineesostituendo i nucleotidi indica{ijillll@sso) gtc
con ata; le regioni utilizzate per il sequenziarestino indicate ripettivamente per la TyrO2Fow
(in azzurro) la TyrO1Rev|illl¥i8la) e la 3TyrFow(giallo). Infine & evidenziata anche una
mutazione silente individuata nella nostra sequéimzgrigio chiaro)

3.3.1.3 Trasformazione delle cellule di E. coli DH10Bac ®

| plasmidi ottenuti pFastBac contenenti la sequenz&leotidica della
tirosinasi nella sua forma intera e nella sua folunainale, sono stati utilizzati per
trasformare cellule DH10Bac ® diE. coli chimicamente competenti. Come
descritto su manuale di riferimento Bac-to-Bac @®virogen), queste cellule
contengono il bacmide e il plasmidéelper che aiuta la ricombinazione del
bacmide con il pFastBac mediante le regioni Tn7la eonseguente soppressione
del gene lacZ contenuta nel Bacmide (vedi Figura 3.19). Quando |
ricombinazione avviene, queste cellule, piastraten terreno contenente X-gal e
IPTG, saranno facilmente distinguibili, perche diote bianco, da quelle non
ricombinante, di colore blu. Sono state ottenuteurs colonie bianche per
ciascun tipo di costrutto (vedi Figura 3.19). Inper M13forword e M13reverse
sono stati utilizzati per controllare I'effettivaserimento della sequenza mediante
PCR da colonia.
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pFastBac™ donor plasmid

Y‘Gmum
G ol
bt

hr $, L
TR 2

Recomibinant
Donor Plasmid

E. calf (LacZ")
Containing Recombinant Bacmid

T R
oo "%.ﬂ'ﬁ».:-:r 6%
AN 7 B

Infection of

heset Cells Recombinant
Bacmid DNA

QOO O000Q0 0

v

Recombinant Gana Exprassion

or Viral Amplification
Figura 3.19
Sopra, schema della procedura @&
preparazione del baculovirusg:

ingegnerizzato. Immagine adattata ds
manuale Bac-to-Bac ® (Invitroven).
A destra, particolare delle piastre
contenente X-gal e IPTG, utilizzate
per lo screening delle colonie
ricombinanti  con il  costrutto
contenente il gene della tirosinasi. Tr
le colonie bianche, alcune sono sta
utilizzate per un successivo controlig
mediante PCR da colonia utilizzando
primers M13 come sotto
schematizzato (immagine adattata d
manuale Bac to Bac ®, Invitrogen).

Transposed pFastBac™ Gene of interest
sequence
Bacmid DNA : }
—> mini-atfTn7 <
M13 (-40) M13
Forward Reverse
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3.3.1.4 Trasfezione delle cellule sf9 e amplificazione deirus

Dalle cellule identificate mediante il precedeateeening i relativi Bacmidi
sono stati purificati tremite midi-prep. Questi eatati successivamente utilizzati
per trasformare cellule sf9 di insetto, come datqmmllo, usando il reagente
lipidico Cellfectin (Invitrogen). Dopo 5 giorni leellule sono state separate dal
medium, contenente il virus e quest'ultimo, dopocnaiiltrazione, €& stato
conservato a 4°C e utilizzato per le successiveziohi, rappresentando lo stock
vilare PO per ciascun costrutto. Dopo aver aggiutitterenti volumi (10Qul,
500ul o 100Qul) di stock PO a cellule sf9 piastrate in flasclae7® cni (1x1076
cellule/ml in 25 ml di medium), la variazione mddgica e la velocita di crescita
cellulare sono state osservate nei tre giorni ssigeall'infezione.

Quando il titolo virale & adeguato, si osserva laedn della crescita cellulare
e variazioni morfologiche consistenti delle cellulee aumentano notevolmente di
dimensione o si deformano allungandosi; in piu damb morfologia delle

membrane cellulari che sono visibilmente granul(&sgura 3.20).

Figura 3.20

A sinistra, cellule sf9 non infettate, che creseeformano uno strato confluente di cellule; a
sinistra, cellule sf9 infettate con il baculovirtiisombinante: le cellule smettono di crescere,
aumentano in dimensione e possiedono una membranalare. Immagine adattata

Una adeguata quantita di stock virale, stimata uestp modo, € stata
utilizzata per infettare tre flasche di cellule leektesse condizioni appena
descritte. Dopo tre giorni le cellule sono stateasate dal medium di crescita che,
dopo essere stato microfiltrato, e stato utilizzetone stock virale P1 per le
successive infezioni. In questo modo e stata awateetd quantita totale di virus

disponibile: nelle successive infezioni e neglicktsuccessivamente preparati, il
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titolo virale e la relativa quantita di stock drwé da utilizzare per le infezioni, &
stata valutata nuovamente come descritto. Il titel@le, infatti, dipende da
diversi fattori: si riduce con il tempo, I'espogire alla luce, il congelamento e
altri processi fisici, quindi la stima del titolede essere ripetuto spesso. Non di
meno, il consumo di stock virale necessita la pepane di nuovi stock e la
conseguente stima del titolo virale: con lI'aumemgl@ volumi delle colture
cellulari, la preparazione di nuovi stock diveregluente.

Il metodo di stima del titolo virale utilizzato, ggure meno accurato rispetto
al sistema di valutazione descritto nel manualec(BaBac ®), che prevede
I'identificazione di un valore di MOI/ml di stocle stato sempre utilizzato in

quanto piu semplice e meno dispendioso in terndonemici e temporali.

3.3.1.5 Espressione proteica

Al fine di osservare 'espressione dei costruttiadgrosinasi nelle cellule sf9,
quattro flasche da 75 cénrontenenti cellule sf9 adese in 25 ml di medium
(1x1076 cell/ml) sono state infettate con 30§ stock virale P1 per I'espressione
della tirosinasi nella sua forma intera e quati@sdhe per la forma solubile. Dopo
rispettivamente 24, 48, 72 e 96 ore dall'infezidessellule sono state raccolte da
una fiasca, lavate dal medium con una soluzionenmsca 0,9% NaCl e preparate
per I'analisi SDS-PAGE western blatSviluppando la membrane con due diversi
anticorpi, un anticorpo monoclinale (T311) e undighonale @PEP7h), e stato
ottenuto il risultato mostrato in figura Figura B.2

Gli anticorpi scelti per sviluppare la membrana sotommercialmente
disponibili o sono stati forniti da altri gruppi dicerca: il T311, monoclonale,
riconosce specificatamente una regione compresée tcue regioni leganti gli
atomi di rame del sito attiv®, mentre il secondo, laPEP7h, policlonale,
riconosce la coda C-terminale della tirosifdsiome schematizzato in

Figura3.22

Come risulta dall’analisi western blot, 'enzimdlaesua forma intera, inizia
ed essere identificato 48 ore dopo l'infezione, aatando poi in quantita dopo 72
e 96 ore. Il peso apparente di circa 66 kDa osgerancide con quello atte¥d
e con quello del controllo positivo, ottenuto déiude di melanoma parzialmente

purificato.
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Figura 3.21

Analisi temporale del contenuto proteico delle well sf9 infettate con baculovirus, per
I'espressione dei costrutti della tirosinasi. Atdesil risultato dello sviluppo mediante I'antigar
T311(sopra) ePEP7h (sotto); a sinistra le relative membrane PMDéricamento dei campioni:
pesi molecolari (Pm); cellule sf9 dopo 24 (a), ®3, 72 (c) e 96 (d) ore dall'infezione per
I'espressione della tisosinasi intera e 48 (e)(fy2 96 (g) ore dall'infezione con il costruttorpe
'espressione del dominio luminale; controllo négatcostituito da cellule non infettate (h);
controllo positivo costituito da un estratto palmante purificato di cellule le melanoma (i), la
freccia evidenzia la banda relativa alla tirosir(as) .
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Figura 3.22

Sequenza aminoacidica della tirosinasi nella suandointera, con evidenziati i frammenti
riconosciuti dagli anticorpi T311 (grigio) «®EP7h [(@figiolsetiro). Sono inoltre sottolineatuaic
residui significativi: I'istidina iniziale (W che caratterizza la forma matura della tirosirdagio
I'eliminazione della sequenza segnale; I'arginifi® 6ostituita con la metionina nel costrutto
luminale dove ne costituisce il primo amminoacigojeucina terminale del costrutto luminag (I

138



Tirosinasi umana: espressione ricombinante e esizthzione

Questo suggerisce che I'enzima viene correttanyaoisessato durante la sua
sintesi, con un opportuno taglio della sequenzaalege glicosilazione. Dopo 96
ore si osservano anche alcuni prodotti di degrada&ziad indicare un tempo
eccessivo dall'infezione. Nonostante I'espresside#a proteina sia sufficiente
per individuarla mediante western blot, nel relat®”VDF il profilo del contenuto
proteico non sembra cambiare durante il tempo,reappare significativamente
differente dal controllo negativo costituito da lall non infettate: questo
suggerisce un basso livello di espressione.

Le stesse conclusioni si possono trarre per quaigiwarda il dominio
luminale. Pur non possedendo un controllo positivpeso molecolare di ~51
KDa, rispetta quello atteso, determinato dalla rmama della sequenza segnale,
della regione transmembrane e di quella citoplasaat L'incapacita
dell'anticorpo aPEP7h di riconoscere il costrutto lumenale € caugabprio
dall'assenza in quest’ultimo della frazione citesal La sua espressione, come
precedentemente introdotto, funge da controllo iperostrutto intero. Questi
risultati iniziali dimostrano che 72 ore dall’infeme sono il tempo ideale per
ottenere il piu alto livello di enzima per procesleslla purificazione, senza

contaminazione da prodotti di degradazione.

3.3.2 Individuazione di un protocollo di purificazione

La purificazione della tirosinasi umana da celldiemelanoma o da altri
tessuti pigmentati e stata ottenuta mediante diyeotocolli, tutti caratterizzati
da elevate quantita di materiale iniziafe"'

L’espressione in cellule sf9 non consente di otienelevate quantita di
materiale iniziale (~0,159g di peso bagnato di ¢elim coltura su fiasca da 75
cm’), tuttavia un primo approccio nella purificaziodella tirosinasi nella suo
forma intera, € stato adatto e ridisegnato da gpestocolli, dove I'enzima viene
purificato con una strategia simile a quella adatiger le proteine associate a
membrane. La procedura pud essere brevemente dithwata nei seguenti
passaggi (Figura 3.23): (i) in ghiaccio o in camé&edda le cellule infettate
vengono centrifugate a 6000g per 10 minuti e ihatante, contenente il medium
di crescita, eliminato; (ii) il pellet cellulare ane lavato in un buffer isotonico

(NaCl 0,9%) e centrifugato nuovamente a 6000g @eminuiti; (iii) le cellule
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lavate vengono risospese nello stesso buffer eelis@diante omogeneizzazione
tramite politron, in dieci colpi intervallati da pse di un minuto; (iv) la frazione
membranosa delle cellule viene cosi separata ftalidone citosolica mediante
ultracentrifugazione (un’ora a 100000g, 4°C); (@ frazione membranosa,
contenente la tirosianasi, viene risospesa in ufiebwa bassa forza ionica
(tampone fosfato 10 mM pH7.2), contenente un detesggblando, in modo da
estrarre I'enzima dalle membrane e renderlo sdaubivi) una seconda
ultracentrifuga separa le proteine estratte, nategante, dalla frazione lipidica
rimanente, nel pellet (un'ora a 100000g, 4°C);)(wmediante eluizione in
cromatografia a scambio anionico (DEAE), le prategstratte vengono separate

da un gradiente di tampone fosfato.

Coltura
cellulare

'

Lisi con politron

@ 1° ultracentrifug:
(100000 g 1h 4°C)

N\

Surnatante: Pellet: Frazione di
Frazione citosolica membrana
Risospeso in
detergente

[I° ultracentrifuga
(100000 g 1h 4°C)

N\

Surnatante: Frazione di Pellet: Detriti
membrana solubilizzata cellulari

Cromatografia a
scambio anionico

Figura 3.23
Schema del protocollo preliminare di purificazi@uottato per I'enzima tirosinasi da cellule sf9.
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La messa a punto del protocollo descritto & irdzid&i primi passaggi, in
particolare dalla rottura delle cellule e dallaukilizzazione delle proteine di
membrana. Una preliminare purificazione e statettefata su cellule sf9
provenienti da quattro flasche, contenenti 20 mmgidium ciascuna a 1x10"6
cell/ml, infettate con 50@l di stock di baculovirus per I'espressione debaria
intera dell’enzima. Le cellule sono state infettafeore prima e tenute a 28°C al
buio. Il risultato della preliminare purificaziomemostrato in figura Figura 3.24,
costituito dall’analisi western blot dei campiominservati ad ogni passaggio. In
guesto primo caso il detergente utilizzato é stiatdonidet P40 (NP40) all'1%
(v/v), considerato, in letteratura, uno dei migliatetergenti per estrarre la

tirosinasi dalla membrana di melanostrhit*®

Kba Pm a b ¢ d e Kba Pam b ¢ d e
97 - 2 97
66
45
30 (= 30
el
R sl
Figura 3.24

Risultato dell'iniziale purificazione della tirosiasi nella sua forma intera. A destra, western blot
sviluppato mediante I'anticorpo T311, a sinistradkativa membrana PVDF. Sono stati analizzati:
cellule sf9 dopo il lavaggio (a), surnatante I°radentrifugazione (b), risospeso nel buffer di

solubilizzazione con NP40 (c), surnatante II° wénatrifuga (d) e pellet II° ultracentrifuga (e).

L’analisi dei campioni mostra chiaramente che tasinasi €, come atteso,
fortemente associata alle membrane: essa rimarmti itbmpletamente nella
frazione membranosa dopo la rottura delle cellideltre i primi step della
purificazione consentono di eliminare in manieradisfacente la frazione di
proteine solubili non associate alle membrana. aladt la successiva
solubilizzazione delle membrane con il detergeni® 1% non porta I'enzima
nella frazione solubile ma rimane ancora asso@##ofrazione lipidica. Questo
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detergente, dunque, alle concentrazioni utilizzas®en sembra essere
sufficientemente forte per estrarre 'enzima.

Questi risultati iniziali suggeriscono di svilupparil protocollo di
purificazione testando nuovi detergenti, al findrdvare un appropriato buffer di
solubilizzazione da utilizzare per risospendepellet di membrane dopo la prima
ultracentrifugazione. Sono quindi stati individuatna serie di detergenti con
differenti proprieta, da utilizzare per uisgreeninga diverse concentrazioni, al
fine di identificare il buffer di solubilizzazioregppropriato.

| detergenti oggetto dscreeninge le relative concentrazioni utilizzate sono
stati: il Nonidet P40 al 2 e al 5%, il Triton X-1@0l Tween 20 entambi all'l e al
5%, Ih-Dodecylf3-D-maltoside e la la-Phosphatidylcholine sia all'l che al 3%
e infine I'SDS all'1% come controllo. Il protocollper la preparazione delle
membrane e stato quindi ripetuto come nell’espartmereliminare. In seguito, il
pellet di membrane ottenuto dalla prima ultracé&ngazione e stato risospeso in
diversi buffer di estrazione, costituito da tampdasfato 10 mM pH7.2 con i
diversi detergenti alle concentrazioni indicate.c&ssivamente la frazione
membranosa rimanente € stata separata mediameoiada ultracentrifugazione.

Al fine di individuare non solo il miglior detergen per solubilizzare la
tirosinasi, ma anche quello piu appropriato persl&cessiva cromatografia a
scambio anionico, il surnatante ottenuto é statscolato in “in batch” con della
resina DEAE sephadex precedentemente equilibratal@cstesso tampone di
solubilizzazione. Quindi le proteine sono statgéitelin unico step, sempre “in
batch”, aggiungento una soluzione 0.5 M di buffesfato pH 7.2. Nei principali
passaggi sono stati prelevati dei campioni peralishmediante western blot. In

Figura 3.25 sono riportati i risultati dekareening

abbc g dde egf agghHhi il h mmnn

. Cnewg enls =
FidUra 3.25
Analisi western blot dellecreeningdei diversi detergenti, sviluppata mediante l'emtpo T311.
Campioni caricati: pellet I° ultracentrifuge comeontrollo positivo (a), surnatante II°
ultracentrifuga e relativa eluizione in “batch” kal resina DEAE utilizzando b
Phosphatidylcholine all'1% (b e L-a-Phosphatidylcholine al 3% (c g)cn-Dodecylf-D-
maltoside all’1% (d e 4, n-Dodecylf3-D-maltoside al 3% (e ed)e SDS all'1% (f), NP40 al 2%

(g e @), NP40 al 5% (h e, Triton X-100 all'1% (i e 4), Triton X-100 al 5% (I e;), Tween 20
all'1% (m e m) ed infine Tween 20 al 5% (n ¢)n
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Risulta chiaro che alcuni detergenti come ditPhosphatidylcholine, il
Nonidet P40 e il Tween 20, a diverse concentraziooin solubilizzano, o molto
debolmente I'enzima, diversamente da quanto riporita letteraturd®. Questa
differenza puo essere dovuta dal diverso tipo dienae di partenza o dalla
quantita. Tuttavia gli altri detergenti, come-Dodecylf3-D-maltoside, il Triton
X-100, a tutte le concentrazioni utilizzate, semlbracon diversa efficienza,
solubilizzare I'enzima e non precludono I'eluiziodella resina DEAE. L'SDS
all'l% viene utilizzato come controllo positivo felfase di solubilizzazione,
rappresentando il piu forte detergente a nostrpodigione; tuttavia non si e
proceduto in questo caso al successivo mescolantamtda resina DEAE. Il
Triton X-100 e probabilmente il piu utilizzato degente per solubilizzare la
tirosinasi da cellule di melanorfta **® E stato deciso, dunque, di optare per
questo detergente al fine di mettere appunto iessiei passaggi nel protocollo di
purificazione.

Una coltura di 300 ml di cellume sf9 a 1R1@Il/ml, cresciute in sospensione
in un apposito incubatore da 1l (vedi paragrafa4333, in agitazione a 28°C, é
stato infettato con 7.5 ml di stock virale. Assieah@irus, una aggiunta di Cug0
per una concentrazione finale diN3, & stata effettuata supponendo che possa
contribuire al rifornimento di atomi di rame e qgdiinaiutare il folding e
I'espressione dell’enzima (vedi paragrafo 3.3.4E5perimenti preliminari hanno
evidenziato la tossicita di questo composto, pecebule sf9, a concentrazioni
superiori. Dopo tre giorni, una prova di purificazé é stata effettuata partendo da
circa 1.25g di cellule ottenute (peso umido). Lazibone membranosa é stata
risospesa in 20 ml di tampone fosfato 20 mM pH ¢d Triton X-100 all’'1%
(v/v), la piu bassa concentrazione che efficacementubilizza I'enzima, come
precedentemente dimostrato.

Il processo di solubilizzazione e stato effettuatd°C per un’ora mediante
blando mescolamento. Di seguito, la seconda ulttafeyazione ha consentito di
separare le membrane, nel pellet, dalle proteihgb#iazate, nel surnatante. A
quest'ultima frazione sono stati aggiunti 5 ml eina DEAE e la sospensione &
stata mescolata overnight “in batch” a 4°C. Sudeassente la resina e stata

caricata in colonna e lavata utilizzando il bufiérsolubilizzazione. Le proteine
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sono state eluite in un unico step con l'aggiuntaudfer fosfato 200 mM pH 7.2,
Triton X-100 1%, raccogliendo frazioni da 2 ml. Llfeazioni sono state
successivamente testate per osservare se e qaséidessero attivita tirosinasica,
aggiungendo alcuni microlitri di queste a delle godi L-DOPA 20 mM in
tampone fosfato 100 mM. Infatti, se l'attivita fespresente, ci si attende la
formazione di dopacromo (paragrafo 3.1.2.2) chaliferenza della L-DOPA
incolore, possiede un caratteristico colore aranéopo alcuni minuti, il
cambiamento di colore delle gocce indicava qualzitrni contenessero I'attivita
tirosinasica. Durante tutta la purificazione sotatisconservati dei campioni al
fine di osservarne il relativo contenuto proteigdjvello di purificazione della
tirosinasi ed eventualmente identificare la banoi@igpondente mediante analisi
SDS-PAGE. Il risultato di tale analisi € mostratoHigura 3.26. In questo caso,
inoltre, il contenuto proteico delle cellule sf@pb 3 giorni dall'infezione, e stato
confrontato con quello di cellule non infettate;faltto che non appaia alcuna
banda significativamente intensa a ~66 KDa nel ¢angocon le cellule infettate,
rispetto a quelle on infettate, indica un bassellivdi espressione della tirosinasi,
confermando i dati precedentementi ottenuti.

| passaggi successivi dimostrano l'efficacia detofr X-100 nel solubilizzare
la tirosinasi dalle membrane, insieme ad una sdrialtre proteine che la
cromatografia a scambio anionico consente di elnairsolo parzialmente. Tra le
frazioni raccolte, solo quelle contenenti attiMitépsinasica sono state analizzate
mediante SDS-PAGE sviluppato mediante Coomassigi(&i3.27) o mediante la
piu sensibile colorazione ad argento e relativdisinaestern blot. Tuttavia, a
causa dell’elevato numero di proteine ancora ptesenal basso livello di
espressione dell’enzima, non e possibile individeabon certezza la banda
corrispondente alla tirosinasi, certamente presemtee conferma il test di attivita

e I'analisiwestern blat
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Figura 3.26

Analisi SDS-PAGE dei principali passaggi nella ficazione preliminare della tirosinasi. Sono
stati caricati i seguenti campioni: pesi molecol@m), cellule sf9 intere dopo tre giorni di
infezione (@), cellule non infettate come contraikgative (b), medium di crescita (c), surnatante
prima ultracentrifugazione (d), pellet risospesd heffer di solubilizzazione (Triton X-100
1%)(d), surnatante seconda ultracentrifugaziongfiy through DEAE (h), lavaggio colonna (i),
prima (I), seconda (m) e terza (n) frazione elada attivita.

Figura 3.27 KDa Mw | m n I m n
A sinistra, analisi SDS-
PAGE colorato ad argento
dei campioni eluiti con
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Ottenute quindi delle frazioni contenenti la tiressi in forma solubile e
parzialmente purificata, & stato provato un testtivita, non ancora ottimizzato,
al fine di quantificare I'effettiva attivita dellrezima.

Il test consiste nella misurazione della velocitbodnazione del dopacromo a
475 nm, mediante spettrofotometro, dopo aver aggilQul della frazione
contenente I'enzima a una soluzione di L-DOPA @mpone fosfato 100 mM
pH7.2) ad una concentrazione finale di 4 mM e ulmwe di 0.1 ml. Si € andata
quindi a valutare l'attivita difenolasica dellaasinasi. Le frazioni 1, 2 e 3
risultano positive al test, con una velocita di idssione dellL-DOPA
comparabile tra loro (0,044 U/ml), e significativamte superiore alla velocita di
autoossidazione (Figura 3.28a). La stima complasdiwnita ottenute é di ~0,25
U distribuita nelle tre frazioni da due ml.

Al fine di confermare che l'attivita catalitica ®es effettivamente associabile
all’enzima tirosinasi espressa in forma ricombieant non da una putativa
ossidasi co-purificata dalle cellule sf9, é stajgianto alla soluzione di L-DOPA
un potente inibitore noto della tirosinasi, I'acimjico. La velocita di catalisi
confrontata con quella priva di inibitore (Figur&&o) ha mostrato un deciso
decremento della velocita di catalisi caratterilzé&rasformazione in presenza di
inibitore.

Inoltre e stato messo a punto un test per ossereaache [attivita
monofenolasica, tipica solo della tirosinasi, m#Ando il reagente MBTH che
stabilizza e incrementa l'assorbanza e quindi Iasjmilita di osservare la
formazione della specie chinonica. E noto, infattie I'attivita monofenolasica
della tirosinasi € molto ridotta rispetto a quelitenolasica, soprattutto per quanto
concerne la forma umana, dove ci si aspetta unorgppdi velocita di
trasformazione della tirosina di qualche centindiiarolte inferiore rispetto alla
DOPA™ 121 || campione analizzato consiste in una soluzidngolume finale
0,1 ml, 3 mM di tirosina (e di 5 mM di L-DOPA pédrconfronto) in tampone 100
mM pH7.2, 4% N,N dimethylformaldeide e MBTH 6.2 mBI2Qu di campione.
Anche in questo caso (Figura 3.28c) il test conéetanduplice attivita catalitica

presente nelle frazioni isolate.
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Figura 3.28 c
Diversi tests effettuati al fine di osservare
l'attivita tirosinasica posseduta dale frazioni  °°] [ L-DOPA
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3.3.3 Controllo negativo

Sebbene le precedenti prove suggeriscano che vitattiosservata sia
determinata dalla tirosinasi espressa in formamwlmaante nelle cellule sf9, non é
escluso che I'enzima possa essere espresso in foatt@a, osservato mediante
riconoscimento anticorpale, mentre I'attivita calesica e cresolasica osservata
derivi da una putativa tirosinasi endogena dallkileesf9, co-purificata.

Per confutare anche questa improbabile coincidénzsato effettuata una
purificazione partendo da cellule non infettate dm@ctulovirus come controllo
negativo. Una coltura di 100ml di cellule sf9 ciase in sospensione, ad una
concentrazione 1 x fOcel/ml, a cui & stata aggiunto Cu$S@d una
concentrazione finale diy®/, € stata lasciata a 28°C al buio per tre gioritg

nelle stesse condizioni della precedente preparaiidettata con il virus.
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Successivamente le cellule sono state raccoltegmérifugazione, lavate dal
medium di crescita, lisate, private delle proteait®soliche mentre le proteine
associate alle membrane sono state estratte atiizz il tampone di
solubilizzazione (Triton X-100 1%, in tampone fdsfal0 mM pH7.2),
mantenendo quindi gli stessi passaggi del protoqgoicedentemente descritto. I
contenuto proteico totale della cellule non infietta stato inoltre confrontato con
quelle delle cellule infettate (Figura 3.26) e nsinevidenziano significative
differenze nel pattern di espressione delle cellule

L’attivita tirosinasica, se presente, dovrebbe msssservabile anche prima
della cromatografia. Per questo motivo non si €gdato oltre nel protocollo e la
frazione contenente le proteine di membrana sohzlaila € stata utilizzata per
I'analisi dell'attivita difenolasica utilizzando DOPA come substrato e MBTH
per aumentare la sensibilitd della misurazione: @@tata perd osservata alcuna
significativa attivita difenolasica significativame diversa dall'autossidazione.

Infine, si & voluto escludere anche la possibititee una polifenoloossidasi
ossidasi possa essere espressa durante il ciale dirbaculovirus e che l'attivita
osservata nelle cellule infette sia causata datgue®rcio non presente nelle
cellule non infettate. Per questo motivo un secoodotrollo negativo & stato
preparato a partire da cellule sf9 infettate conulmvirus, ingegnerizzato per
consentire I'espressione ricombinante del dominmihale della tirosinasi. Come
precedentemente discusso, questo costrutto, imerge ideato come controllo
negativo per l'espressione della tirosinasi in farnntera, e sicuramente
caratterizzato da una forma enzimatica inattivaclper priva di regione
transmembrana e quindi non glicosilata. Il restdederoteine virali invece
dovrebbero essere espresse allo stesso modo deltmper 'espressione della
tirosinasi in forma attiva.

Due flasche da 75 crrcontenenti ciascuna 10 ml di medium di crescita e
cellule sf9 (1x18cell/ml, CuSQ 8uM ), sono state parallelamente infettate con le
opportune quantita di stock di baculovirus, rigpathente per I'espressione della
forma intera e la forma solubile. Dopo tre gioiei,cellule sono state raccolte e
trattate come da protocollo, escludendo ancoradmatografia. Nel caso della
preparazione da cellule esprimenti il dominio luatn della tirosinasi, sia il

surnatante della prima ultracentrifuga che delleosda, sono stati oggetto di
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controllo mediante test di attivita su spettrofo&tro. | risultati ottenuti sono stati
confrontati con I'attivita ottenuta nella fraziode proteine solubilizzata a partire
da cellule infettate con baculovirus per I'espressi della tirosinasi in forma
intera (Figura 3.29).

| livelli di ossidazione della L-DOPA in presenziafidzioni ottenute a partite
da cellule infettate con baculovirus, per l'espi@ss dell’enzima in forma
luminale, sono equiparabili a quelli dell'autosidae, mentre |'estratto di
membrana proveniente da cellule esprimenti la itess intera, mantiene la
significativa attivita precedentemente osservata.

Se questo secondo controllo ci permette di esaudksfinitivamente la
presenza di altre polifenolossidasi co-purificaiepermette anche di confermare
'importanza della glicosilazione e della presede#ia regione transmembrana nel
folding e quindi nell'ottenimento della tirosinagnana in forma attiva. Infatti la
forma solubile, indipendentemente dalla sua lozalilbne, che non é stata
determinata (nel citosol, quindi nel surnatantdad® centrifuga) o adesa alle

membrane (quindi nel surnatante della 11° centajigappare completamente

inattiva.

Figura 3.29

Confronto nella velocita di 801 ™ ——Full lenght tyr membrane extract
ossidazione dell'L-DO pA’ 0554 | ----- Lumenal tyr citosolic fraction
utilizzando di frazioni Qm: """" Lumenal tyr membrane extract
ottenute partendo da cellule 045
infettate con baculovirus, 0,40
per I'espressione della forma 0,354
solubile e intera. 0,30

0,25
0,20
0,15

0,10
0054 7

0,00 ezt . . . . .

Time (s)
Questa prima parte di esperimenti ha consentit@uieidi confermare che il
sistema ricombinante utilizzato é ideale per I'espione dellenzima in forma
attiva. Tuttavia si evince chiaramente che il livali espressione € molto basso e
sara quindi necessario effettuare una serie diiongghenti, sia nell’espressione
che nella purificazione, per ottenere una suffi@eguantita di proteina isolata da

studiare.
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3.3.4 Miglioramento dell’espressione della tirosinasi

Come le purificazioni preliminari hanno dimostratib, basso livello di
tirosinasi espresso, mediante infezione delle Iellef9 con baculovirus
ingegnerizzato, rappresenta uno step limitanteter@htivo di standardizzare un
protocollo per la produzione della tirosinasi um&aPar superare questo problema,
alcune variazioni nelle condizioni di crescita endezione delle cellule sono state
apportate al protocollo iniziale al fine di otteeeuna maggiore espressione

dell’enzima.

3.3.4.1 Aggiunta di rame

Una coppia di ioni rame caratterizza, come gia itésgcil sito catalitico della
tirosinasi, coordinato ciascuno da tre istidine totipica conformazione di tutte
le proteine a rame di tipo lll. Nei mammiferi,ldro inserimento nel corso della
maturazione della tirosinasi, avviene nel transgiz@ler merito di specifiche
proteine carrier. Analogamente nelle tirosinasitdsathe, come quella di
S.castaneoglobusporua proteina ORF378 aiuta questo procés#dlo stesso
modo, dal momento che viene ottenuta una tirosimagrma attiva, si suppone
che il caricamento del rame avvenga durante lanaztne della tirosinasi umana
nelle cellule sf9, anche se il sistema di traspddgbrame in queste cellule non é
noto; tuttavia l'efficienza di questo sistema pbtre non essere sufficiente per
supportare la richiesta del metallo durante laesint

Per questo motivo € stato deciso di aggiungere eddium di crescita una
fonte di ioni rame, al momento dell'infezione, sbtrma di sale Ci5Q..
Esperimenti preliminari suggerivano di non supefareoncentrazione dipd/
CwSQ, per non interferire con la crescita cellulare @edf9 (a 2QM si sono
osservati alcuni effetti di tossicita, in partio@asulla velocita di duplicazione).
Le preparazioni precedenti sono state condottézzaihdo cellule infettate in
queste condizioni.

Tuttavia I'infezione mediante baculovirus rapprdaecertamente un trauma
metabolico per le cellule sf9, trasformandosi daomplesso sistema vitale ad un
“macchinario” per la produzione di virus, semplfio e di vita breve: se da un

lato, in queste condizioni, un incremento di,8Q, nel medium potrebbe
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costituire un ostacolo nella produzione di proteidail'altro potrebbe sopperire
efficacemente la mancanza dello ione nella simte$enzima.

Per questo motivo e stato effettuato un tentativoirmtrementare la
disponibilita di rame infettando parallelamentdwdel sf9 adese, in flasche da 75
cn?, in un medium di crescita contenente concentrazogscenti di CySQ.
Dopo tre giorni le rispettive cellule sono statecdte e le proteine di membrana
estratte mediante il protocollo precedentementecridies In seguito I'attivita
enzimatica delle frazioni ottenute da ciascunacfias stata stimata (Tabella 3.1),
cosi come e stata stimata qualitativamente illtiveéil espressione della tirosinasi,
mediante analisi western blot (Figura 3.30).

M

UM di CuSOy 0 10 20 100 200 1000 2000
nel medium

Attivita
surnatante Il
ultracentrifuga

(U/ml)

0,0098 | 0,02 | 0,02250,0765| 0,093 0,09550,0595

Tabella 3.1

Attivita media ottenuta dalle frazioni di membras@lubilizzata ottenuta a partire da cellule sf9
infettate in differenti concentrazioni di rame. hinagine sovrastante € costituito dal relativo
pellet cellulare. Il contenuto proteico dei campidnB e C ¢ stato analizzato e riportato in Figura
3.30.

KDa Mw A B C A B C Figura 3.30
A sinistra, analisi

SDS-PAGE
dell'intero contenuto
proteico di cellule sf9
infettate in presenza
di OuM (A), 200uM
(B) e 200@M (C)
CwSO; nel medium
di crescita. A destra,
il relativo rilevamento
anticorpale

(A",B’,C).

97

66

45
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Durante la fase di raccolta e lavaggio delle regafrazioni cellulari & stato
osservato un imbrunimento delle cellule in funeiodel contenuto di rame
presente (Tabella 3.1), escludendo la concentrazpn elevata utilizzata, cosi
come la relativa attivita rilevata, dopo solubiizione delle proteine di
membrana.

E gia stata ampiamente discussa la correlazionelatragirosinasi e la
formazione delle melanine (paragrafo 3.1.1). Pento sorprende che sia stata
trovata I'attivita tirosinasica piu alta nelle adé piu scure, cioe probabilmente
guelle a maggior contenuto di melanina. Tuttaviast@ corrispondenza non e
stata osservata quando, mediante western blot, san@ati a rilevare
qualitativamente il livello di espressione dell'ena: infatti, se da un lato
'incremento della concentrazione di rame determumaa riduzione nella
formazione di sub-prodotti dell’enzima, dall’altreembra ridursi anche la
produzione totale di proteina alle concentrazidniglevate (vedi campione C in
Figura 3.30).

Presi insieme, questi dati, suggeriscono la marecanaina corrispondenza
diretta tra il livello di espressione dell’enzimailelivello di attivita rilevato.
Questo si giustifica con il fatto che della prateinon foldata e quindi inattiva,
puo essere rilevata mediante riconoscimento ap@erma non contribuisce ad
incrementare le unita di attivita del campione emzato. Il duplice insegnamento
ottenuto da questo esperimento consiste nel fagq(i¢ il folding della tirosinasi
aumenta con I'aumentare della concentrazione @¢&Ounel medium, mentre (ii)

il suo livello di espressione diminuisce, probalahte a causa di un’eccessiva
tossicita determinata dal sale e/o dalla melaninadgita all'inero sistema
cellulare. Un corretto bilanciamento nell’aggiuiarame puo quindi preservare
'enzima da un inappropriattolding e non risultare eccessivamente tossico da
consentire un significativo livello di espressiaia|’enzima. Una concentrazione
0.2 mM di CySO, nel medium, e stata considerata la piu appropeatiata

utilizzata nelle preparazioni successive.

3.3.4.2 Infezione con baculovirus

Come precedentemente descritto il sistema Bac to(B&itrogen) prevede

I'infezione della coltura cellulare con un certonmero di PFU. Il valore di PFU
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per millilitro di stock virale pu0 essere stimatoediante una procedura
relativamente complessa e costosa. Questa € sktttuiséa con una valutazione

della capacita infettiva dello stock, meno precisapiu rapida ed economica, che
consiste in una valutazione morfologica e dellaoeh di crescita delle cellule

infettate (vedi paragrafo 3.3.1.4).

Non escludendo che questo sistema potesse rapfareseana delle cause del
basso livello di espressione dell’enzima la procadé stata modificata in tal
senso: tre flasche di cellule sf9 sono state imfetcon diluizione crescenti di
stock virale da analizzare (da 1:10 a 1:100). Dwpagiorni e cellule sono state
raccolte e, estraendo la relativa componente @atssociata alle membrane, una
valutazione delle U/ml é stata ottenuta mediargedeattivita. La diluizione che
dava l'attivita piu alta veniva utilizzata per lacsessiva infezione. In base alla
virulenza dello stock utilizzato, sono stati otterdiversi valori di diluizioni; in
alcuni casi, la diluizione piu spinta dava la magei attivita. Non si esclude,
dunqgue, che una eccessiva quantita di virus wtilzzdetermini una precoce lisi

cellulare e un basso livello di proteina espressa.

3.3.4.3 Scaleup in fermentatore

Per aumentare la quantita totale di materiale atéziper la purificazione
dell’enzima, € stato considerato un aumento deinodi cellule sf9 in coltura.
Dalla fiasca al fermentatore la concentrazioneellute, di rame e la diluizione
virale utilizzata e stata mantenuta proporzionakeemuttavia alcune differenze
appaiono inevitabilmente tra i due sistemi di a@altutilizzati. Nel primo le cellule
crescono aderenti la fiasca e non sono meccani¢anstressate dalle pale
meccaniche che agitano il fermentatore. In pitrapporto tra aria e medium
appare completamente diverso tra la fiasca e indetatore, cosi come la
superficie di scambio tra le due fasi, molto favote nella prima modalita.
Probabilmente per questo motivo, quando linfezioveniva effettuata nel
fermentatore, € stato spesso ottenuto un basscewvdiattivita tirosinasica per
volume della coltura utilizzato, rispetto a quealltenute dalle cellule cresciute in
fiasca. Per ridurre questa differenza si &€ optatcapmentare il rapporto tra aria e
medium nel fermentatore, non superando 1 litroadiuca su 2 litri di volume

totale, e preferendo un rapporto 3:1.
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3.3.4.4 Condizioni di conservazione dell’enzima

Per disporre sempre di campioni contenenti tirasima forma attiva sono
state messe a punto le condizioni di conservazielfenzima aggiungendo
diverse concentrazioni di glicerolo alla frazionencattivita enzimatica, e
conservando I'enzima a diverse temperature (-20°8D8C). L’enzima stoccato &
stato successivamente utilizzato in test di a#tjval fine di valutare lattivita
residua della frazione e confrontarla con quellaurata prima dello stoccaggio.
Lo studio condotto ha individuato le migliori comitini di conservazione nello

stoccaggio in 18% (v/v) glicerolo a -20°C, prevangelamento in azoto liquido.

3.3.5 Miglioramento della purificazione

Nonostante il Triton X-100 si sia rivelato utilizake nella solubilizzazione
della tirosinasi, alcuni effetti collaterali dovwdl suo utilizzo, si sono osservati
durante la purificazione: il suo elevato assorbitoen280 nm (lunghezza d’onda
spesso utilizzata quantificare le proteine o pdutage profili cromatografici
durante la loro purificazione) e literazione congel di acrillammide, che
determina uno fenomeno ginearingdelle bande proteiche a allargamento delle
corsie di corsa durante I'analisi SDS-PAGE.

Per superare questi inconvenienti, un buffer dilsitkzazione contenente
dodecylB-D-maltoside 1% (v/v), un opportuno detergente edentemente
identificato (vedi paragrafo 3.3.2), & stato sadtit al Triton X-100 1% nel
protocollo di purificazione. Il protocollo di purtiazione modificato € stato testato
su materiale ottenuto da 450 ml di coltura di del&f9, infettate tre giorni prima
con una diluizione 1:20 di strock virale e in prezg di 20QM Cu,SO4.Dopo |l
lavaggio con NaCl 0.9%, le cellule sono state psss su 26ml di tampone
fosfato 10 mM pH7.2 e lisate mediante Politron. &a@tati inoltre aggiunte
RNAsi e DNAsi in quantita opportune al fine di peewe la formazioni di
aggregati filamentosi di origine nucleotidica chme dromatografia potrebbero
costituire un problema se non eliminati. La primaagentrifugazione é stata
condotta a 100000g x 30 minuti a 4°C, per sepdemarmembrane dalla frazione
citosolica. Successivamente il pellet membranostato risospeso in 22 ml di

tampone fosfato 10 mM, pH 7.2-Dodecylf3-D-maltoside 1% e mescolato
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mediante glass homogenaiser per 10 minuti in ghiaccio. La seconda
ultracentrifugazione, 100000g x 30 minuti a 4°C, gexmesso di separare le
proteine solubilizzate dalla rimanente frazione rhemosa. Una resina DEAE
precedentemente equilibrata e stata poi aggiuntsualatante e mescolata in
batch. Il tempo di mescolamento e la quantita diinge aggiunta € stata
determinata mediante successivi test di attivitdasfrazione acquosa della
sospensione, dopo aver sedimentato momentaneamaergsina: se dell'attivita

residua fosse ancora osservabile, altra resinavaeaggiunta, dal momento che
non tutta la tirosinasi solubilizzata si era ancegata alla resina. Dopodiché la
resina e stata caricata in colonna, lavata usdnidmpone di solubilizzazione con
ridotto contenuto di detergente (0.184Dodecylf3-D-maltoside), e le proteine
eluite in un unico step usando tampone fosfator@®) pH 7.2, 0.1%-Dodecyl-

-D-maltoside e raccolte in frazioni da 1 ml. Intitgfi step il contenuto proteico

e stato analizzato mediante SDS-PAGE come mostrdtigura 3.31.

Pm a b ¢ d e f g Pm h i | m n o

— -
- —
- a |

- \

Figura 3.31

Analisi SDS-PAGE dei campioni ottenuti durante larificazione con il protocollo modificato.
Sono stati caricati: pesi molecolari (Pm), estrajtezzo (a), surnatante I° ultracentrifuga (b),
pellet I° ultracentrifuga (c), surnatante II° aktentrifuga (d), pellet seconda ultracentrifuga (e)
flow trough (f), lavaggio (g), 2° (h), 3°(i), 4°)(I5° (m), 6° (n) e 7° (0) frazione eluita.

La frazione di membrana solubilizzata e le fraziehiite 4, 5 e 6 che
possedevano attivita enzimatica sono stata sot®potest di attivita per stimare

le unita totali e la resa della purificazione, comassunto in Tabella 3.2.
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Campione Volume (ml) U/ml Unita total Resa
Memprane 29 8,72E-04 1,92E-02 100%
solubilizzate
Frazione 4 1 1,79E-03 1,79E-03
Frazione 5 1 5,45E-03 5,45E-03 75%
Frazione 6 1 7,24E-03 7,24E-03
Tabella 3.2

Schema riassuntivo della purificazione, con la reSmata in funzione alle unitd di enzima
inizialmente ottenute.

Come nel primo approccio di purificazione, anche doesto caso la
purificazione non consente di evidenziare chiardméam banda corrispondente
all'enzima tirosinasi, a circa 66 KDa, seppure dudella n-Dodecyl3-D-
maltoside consenta una migliore risoluzione deflade in SDS-PAGE. Inoltre, se
I'effetto collaterale del Triton X-100 é stato sug® mediante la sua sostituzione
con n-Dodecylf3-D-maltoside, con quest’ultimo sono stati ottenuti numero di
unita totali inferiore, a paritd di quantita di mdale di partenza utilizzato. Per
guesto motivo, e per I'eccessivo costo, il suaa#il & stato abbandonato.

3.3.5.1 Digestione con proteinasi K

Diversi lavori in letteratura hanno dimostrato lapacita della tirosinasi
umana di resistere a trattamenti con proteasi €dté anche speculato che possa
esistere una proteasi specifica, nei melanosond, pdssa tagliare la tirosinasi
dalla membrana e consentirli di agire liberamerege lame di questi organelli
cellulari. La proteinasi K e la tripsina sono statdizzate in alcuni lavori per
ridurre il numero totale di proteine degli estatilubili dei melanosori® 117 122
Se degli studi preliminari ci hanno fatto escluder¢ripsina, a causa dell’elevata
concentrazione da utilizzare per ottenere unafsgitiva riduzione del contenuto
proteico estratto dalle cellule infettate, la prodsi K si e rilevata invece un
ottimo strumento, come i risultati seguenti dimast.

Sono state testate diverse concetrazioni di praseid (da 0.5 a 50 U/ml),
tempi di trattamento (da 1 oraavernigh) e temperature (4°C e temperatura
ambiente) sul campione contenente la frazione ditepre di membrana
solubilizzate mediante Triton 100-X. Si & andati @@ analizzare mediante SDS-
PAGE la variazione in termini di contenuto proteieomediante test di attivita,
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I'attivita residua della frazione, trovando le nidgl condizioni per diminuire il
numero complessivo di proteine: un buon compromeésgappresentato dalla
digestione per un’ora con 5 U/ml di proteasi a temajura ambiente (in
particolare 50 U/ml a 4°C oppure 5 U/ml a 45¢rnight

Un nuovo protocollo é stato quindi progettato eai®s aggiungendo una fase
di digestione con 5 U/ml di proteinasi Kvernight a 4°C, alla frazione
solubilizzata utilizzando Triton 100-X 3%, prima effettuare la cromatografia a
scambio anionico, questa volta eseguita mediantgrastiente di tampone fosfato
da 10 a 100 mM. Le frazioni contenenti attivita @®@iate unite e concentrate
mediante Amicon ® e Vivaspin 500®. In Tabella 3.3@la Figura 3.32 sono

schematizzati i principali risultati ottenuti.

Campione Attivita | Volume Unita Resa
(U/ml) (ml) totali (U) (%)

Surnatante Il ultracentrifuga 0,01622 10 0,1622 100
Digerito overnight a 4°C con 0,00967 10 0,0967 59,6
5U/ml
Frazione Il della cromatografia | 0,00389 10
Frazione IV della cromatografia | 0,00187 6,5 0,0511 31,49
Frazione Ill concentrata 0,0277 0,225
Frazione IV concentrata 0,0115 0,25 0,0091 615
Tabella 3.3

Tabella purificativa e resa relativa per ogni pggsa riferita alle unita totali del campione.

| risultati ottenuti mostrano alcuni aspetti intsanti del protocollo adottato.
In primo luogo il trattamento con la proteinasi iduce drasticamente il numero
di proteine individuabili mediante SDS-PAGE, lasca solo alcune proteine
ancora visibili (compresa la stessa proteinasi 3@ KDa Figura 3.32). Il fatto
che non fosse stata osservata, nelle prove pramiruna significativa
diminuzione dellattivita della tirosinasi tra prane dopo il trattamento con la
proteinasi K, inizialmente aveva suggerito che tpe®n fosse digerita dalla
proteasi. Tuttavia, come € possibile osservaréadalisi western blot, I'anticorpo
monoclonale T311, non € in grado di riconoscet@&dainasi dopo il trattamento,
come se I'epitopo riconosciuto dall’anticorpo (frawento 233-247,

Figura3.22), fosse stato tagliato o comunque modificato.
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Figura 3.32

Risultati della purificazione effettuata mediantepiotocollo modificato. (A) Cromatogramma

relativo alla purificazione; vedi testo per detta(fB) Analisi SDS-PAGE, (D) western blot e (C)

relativa membrana PVDF effettuata sui principabgsygi della purificazione, di seguito elencati:
campione grezzo (a), medium di crescita (b), samat I° ultracentrifuga (c), surnatante II°
ultracentrifuga (d), surnatante 11° ultracentrifugantrollo negativo (e) pellet II° ultracentrifuga

(f), digerito con 5 U/ml di proteinasi Kgvernighta 4°C (g), flow trought (h), frazione contenente
attivitd dopo concentrazione (i), pesi molecol&n).

Dalla cromatografia sono comunque ottenute delbzidni con attivita
tirosinasica, confermando che I'enzima, nonostéafgarziale modifica da parte
della proteasi, appare ancora attivo. La successimaentrazione delle frazioni
determina perd un notevole decremento della resefi

Se da un lato quindi, il trattamento con la prasinK consente di ridurre
drasticamente il numero totale di proteine dopsdhlubilizzazione, dall'altro si
perde la capacita di individuare con certezzartssitmasi mediante analisi SDS-
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PAGE, a causa dell'incapacita dell'anticorpo diorioscerla. Il basso livello di
enzima ottenuto e la bassa risoluzione del SDS-PAddkuta alla presenza di
Triton 100-X, non permette di individuare alcunanda significativamente
intensa associabile alla tirosinasi, dopo I'eluEoe la concentrazione della
frazioni con attivita.

Nuovi approcci per purificare la tirosinasi sonatisideati o adattati dalla
letteratura, al fine di aumentare la quantita dzima solubilizzato dalle
membrane. Unacreeninge stato effettuato come riportato in Tabella 8dyve
diverse condizioni di solibizzazione sono statdatessu membrane purificate
come da protocollo. Si sono poi ottenuti i valori aftivita tirosinasica nella
frazione solubile, dopo ultracentrifugazione, efommtati con quelli ottenuti dal
controllo positivo, rappresentato dal buffer diwmlizzazione Triton 100-X 3%.
Sono state provate diverse condizioni: utilizzaaoploteinasi K con diverse
concentrazioni di SDS come descritto in letterdfdraoppure senza SDS,
assumendo che la proteinasi K solubilizzasse direthte I'enzima, tagliando
I'enzima tra la regione luminale e I'ancora transmeana. Infine anche l'utilizzo
di porcine pancreatic lipas@ stato testato come riportato in letterdttiraer
purificare I'enzima da cellule da particolato darte da melanomi, determinando

la solubilizzazione delle membrane lipidiche.

Solubilizzazione con Temperatura Attivita
Triton 3% 4°C 100%
B-dodecil maltoside 1% 4°C 74,7%
B-dodecil maltoside 3% 4°C 67%
Prot K 50 U/ml SDS 2% Temperatura ambiente  85,5%
Prot K 50 U/ml SDS 1% Temperatura ambiergte 109 %
Prot K 50 U/ml 4°C 27,8%
Prot K 150 U/ml 4°C 31%
Prot K 150 U/ml + SDS 0,1% 4°C 59%
Prot k 150 U/ml + SDS 0,05% 4°C 60%
Prot k 150 U/ml + SDS 0,01% 4°C 53%
PPL 1mg/ml 4°C 43,4%

Tabella 3.4
Diverse condizioni di solubilizzazione testate edktiva attivita tirosinasica rilevata dopo 2 ,ore
nella frazione solubilizzata, espressa relativamahbuffer Triton 100-X 3%.
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Tutte le condizioni testate dimostrano la capaditgolubilizzare I'enzima,
anche se con differente efficacia. E interressaistgervare che, anche il solo
trattamento con la proteinasi K, consente di otien@a discreta solubilizzazione
dell’enzima, a sostegno dell'ipotesi della parziaieteolisi dell’enzima. Anche il
trattamento con la lipasi sembra liberare I'enzdabla frazione membranosa.
Tuttavia la migliore condizione testata € rappres@andall’utilizzo di SDS 1% e
proteinasi K. Si & pensato dunque di sostituifieriton 100-X, con I'SDS 1% nel
protocollo di purificazione precedentemente utgitzz

Una preparazione in piccola scala e stata dungoeafa solubilizzando la
frazione di membrana preparata come da protocoll@ampone fosfato 10 mM
SDS1% pH 7.2, mantenendo invariato il rapportoduantita di membrane e
buffer di solubilizzazione.

Dopo la seconda ultracentrifugazione il surnaténgéato trattato con 50 U/mi
di proteinasi K per due ore a temperatura ambiergaccessivamente mescolato
“in batch” con la resina DEAE come da protocollam@d caricamento in colonna
e successivo lavaggio, le proteine sono stateeelnitun unico step, mediante
'aggiunta di tampone fosfato 200 mM pH7.2 e rateah frazioni da 1 ml. La
scelta di eluire le proteine senza un gradientessp utilizzata anche nei
protocolli precedenti, deriva dalla necessita al wliluire I'enzima e la relativa
attivita, utilizzata per identificare le frazionacnalizzare. La

Tabella3.5e la Figura 3.33 riassumono i risultati di qudstio protocollo.

Campione /?S'/Vn'rff)‘ V‘(’:I‘]’lr)“e Unita (U) F(*(;Sa
uItraciﬁmliiutggtg[l)IS 19 | 0020179 1 0,020179 100
temperature con 50 Ui | 00133 | 1| 00133 | 65
Frazioni unite con attivita | 0,005172 2 0,0103 51

Tabella 3.5
Tabella riassuntiva di purificazione; la resa atigh alle unita ottenute rispetto a quelle inizial
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B) C)
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Figura 3.33

Analisi SDS-PAGE (A), western blot (B) e relativaembrane PVDF (C) della purificazione
mediante solubilizzazione con SDS 1%. Campionicediri estratto grezzo (a), surnatante prima
ultracentrifuga (b), surnatante Il ultracentrifUgy pellet Il ultracentrifuga (d), digerito prot (€)
frazione eluita con attivita (f).

Se la solubilizzazione con SDS consente una m@ligoluzione su SDS-
PAGE e western blot, ancora non e possibile ideatdé alcuna banda
significativa associabile alla tirosiansi dopouigione dalla resina, anche a causa
del mancata identificazione mediante riconoscimerdnticorpale, come
precedentemente ottenuto. Inoltre I'eluizione inwmco step non consente di

eliminare la proteinasi K, che co-eluisce contasinasi.

3.3.5.2 Isolamento della tirosinasi in gel nativo

Se i tentativi precedenti non consentono di isolarenodo soddisfacente la
tirosinasi umana a causa della sua bassa espressimuovo approccio € stato
ipotizzato considerando la capacita dell’enziméadorare in SDS. In particolare,
data la ridotta quantita di enzima espressa e quimtpossibilita di isolare
I'enzima mediante le classiche tecniche cromatadraf e stato considerata la
possibilita di isolare direttamente I'enzima medgarseparazione su gel di
acrillamide, in un SDS-PAGE nativo, cioé sviluppatmergendo il gel in una
soluzione di L-DOPA e MBTH incolore (zimogramma)a Icolorazione rossa,
data dall’addotto MBTH-dopachinone, prodotto daiikata enzimatica, consente

di localizzare nel gel la banda corrispondentetaibsinasi.
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Una serie di esperimenti preliminari hanno permegissndividuare in un
SDS-PAGE all'8% di acrillamide, non riducente, laghore condizione per
separare la frazione proteica estratta mediante BB Slalle membrane cellulari
ottenute come da protocollo. In questo gel infatfproteine vengono separate, in
base alla loro mobilitd elettroforetica, definitalld carica e dalle dimensioni
complessive. Se I'SDS agisce normalmente da deara®iper le altre proteine,
'enzima tirosinasi preserva la propria attivitatadidica, consentendo di
localizzare la banda corrispondente dopo la colesttraforetica. Al fine pero di
ridurre il numero complessivo di proteine nellaseoelettroforetica é stato anche
aggiunto un passaggio di digestione con proteirtasiun'ora 5 U/ml a
temperatura ambiente) del campione, prima dellaasaési.

Effettuata la corsa elettroforetica, il gel € stawiduppato nella soluzione DOPA-
MBTH e, dopo alcuni minuti, la posizione della shoasi e stata localizzata da
una debole banda rosa visualizzabile nel gel. Ssocmmente il gel e stato
colorato con Coomassie al fine di osservare twdtaltre proteine. Il risultato

dell'analisi € rappresentato in Figura 3.34.

Figura 3.34

Analisi SDS-PAGE (8% acrillamide, non riducentepamwlorazione nativa, sinistra e successive
colorazione con Coomassie, a destra. | campioncatarsono rispettivamente: estratto proteico
delle membrane con SDS 1% (a), estratto proteite deembrane con SDS 1%, digerito un'ora a
temperatura ambiente con proteinasi K (0,05 mg/fb)) proteinasi K (0,05 mg/ml) (c). In
evidenza () le banda con attivita tirosinasica.
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Come risulta dall’analisi effettuata la colorazionen substrato consente
effettivamente di localizzare una banda che possiattivita tirosinasica,
nell'estratto grezzo solubilizzato dalle membrahe. relativa colorazione al
Coomassie evidenzia tuttavia la notevole sovrappwse di questa con altre
bande proteiche non consentendo di associare wamemte l'attivita ad una
banda. Dopo la digestione pero, l'altezza relatdala banda evidenziata
mediante colorazione con substrato, risulta sp@pstatso l'alto, dimostrando una
differente mobilita elettroforetica della tirosimadopo il trattamento con la
proteinasi K. Risulta inoltre drasticamente ridotdlo numero di proteine
visualizzabili dopo colorazione con Coomassie, maosto solo unemearnella
regione piu bassa, associabile a peptidi prodettadiigestione, la presenza della
proteinasi K, come dimostra il campione di controk una debole banda, poco
risolta, alla stessa altezza di quella con attiedtalitica.

La banda corrispondente alla tirosiansi & stataessivamente tagliata da gel,
solubilizzata in condizioni denaturanti e analiazzauovamente mediante SDS-
PAGE (12% acrillamide, condizioni riducenti), padedmente alla frazione

trattata con proteinasi K (Figura 3.35).

Pm
97
66
45
R

30

a b C
’Qﬁ__‘-f‘“-—*%h’

SRR — |

x
20.1

S
14.2 H .
Figura 3.35

Analisi SDS-PAGE (12% acrilammide) in condiziondutenti, sviluppato mediante colorazione
ad argento. Sono caricati rispettivamente i campiestratto proteico delle membrane con SDS
1%, digerito un’ora a temperatura ambiente congimasi K (0,05 mg/ml) (a), banda isolata della
tirosiansi mediante gel nativo, dopo digestione pateinasi K (b), proteinasi K (0,05 mg/ml) (c).
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Come si osserva da quest'ultima analisi, se meglianalisi in gel nativo una
banda associabile alla tirosinasi poteva esseratiiidata mediante la
comparazione tra le due modalita di colorazionezandizioni riducenti, diverse
bande caratterizzano la frazione digerita con t@egmasi K e, anche se isolata

mediante gel nativo, non & ancora possibile associan certezza una banda alla
tirosinasi.
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3.4 Conclusioni prima parte

La tirosinasi umana e stata espressa in forma bamante in cellule d’insetto,
attiva e correttamente processato. Tuttavia illllivdi espressione risulta molto
basso e i tentativi di purificazione consentonmttienere una frazione arricchita
di enzima, ma non una forma completamente purdicat

| diversi approcci pero utilizzati consentono dirte alcune informazioni utili
sulla struttura globale dell’enzima e della suattaristiche: (i) 'enzima &, come
noto, associato alle membrane e (i) la sua digestimediante proteinasi K
consente di ottenerne una forma solubile; (iinfena € SDS e proteinasi K
resistente: anche se parzialmente digerito, conmeostra la sua differente
mobilita elettroforetica e il riconoscimento antipale, il sito catalitico preserva la

sua funzione.
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3.5 Caratterizzazione strutturale del sito attivo dell'enzima

Lo screeningdi substrati ed inibitori € un metodo da tempdiagato per
caratterizzare il sito attivo degli enzimi quandaélativa struttura cristallografica
non sia ancora stata risolta. Un esempio stori@ppresentato dal primo modello
della pig liver esteraseottenuta mediantescreening di decine di substrati
artificiali e analisi delle costanti cinetiche oftge per ciascuno di questi. I
modello ottenuto e stato per molto tempo utilizza¢o un approccio biocatalitico
nella risoluzione enantiomerica di miscele racemdth

Se L-tirosina e L-DOPA rappresentano i substratunadi della tirosinasi,
fenolo e catecolo rappresentano le strutture balée guali 'enzima agisce. Non
necessariamente, quindi, i substrati naturali reggmtano gli unici substrati
possibili, ma possono esserlo anche tutta una skrimolecole fenoliche e
catecoliche variamente sostituite. Con questodipapproccio, al fine di ottenere
informazioni strutturali dalla tirosinasi espressdorma ricombinante, sono stati
individuati una serie di substrati ed inibitori ptivi (Figura 3.36) per uno
screeningda effettuare utilizzando la frazione solubilizadelle membrane
mediante SDS 1%.

3.5.1 Individuazione di substrati ed inibitori

| substrati scelti, differiscono dalla struttura sba del catecolo, per
modificazioni di diversa entita, essendo [attividifenolasica quella piu
consistente. Tali differenze si ripercuotono sulb®stanti cinetiche che
caratterizzando il legame di un substrato all’erazitngombro sterico, lunghezza
della catena, idrofobicita, presenza di gruppiataro in grado di formare ponti a
idrogeno sono tutte caratteristiche che potranrsgresvalutate sulla base dei
parametri cinetici osservati. Cio fornira informaazi sulle caratteristiche spaziali
e chimiche del sito attivo dell’enzima. Anche nefleelta degli inibitori, si é
proceduto secondo gli stessi criteri che hanncattet scelta dei substrati. Per
ottenere informazioni sulla struttura e sul funaioento del sito catalitico
dell’enzima, la classe piu informativa di inibit@riovviamente rappresentata dagli

inibitori competitivi, che agiscono direttamenteggdadosi al sito di legame al
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substrato. Tali molecole, entrano nel sito attietl’@nzima in un modo del tutto

simile a quello dei substrati, essendo in alcusi dagli analoghi strutturali degli

intermedi di reazione. Il meccanismo di inibiziop@posto per I'acido Kojico e

la Mimosina, prevede la formazione di un compldsisientato in cui i due atomi

di rame nel sito attivo dell’'enzima, vengono chietktl gruppo idrossichetonico
sull’anello aromatico di tali molecole. Lo stesseavanismo si verifica per gli

inibitori come I'acido benzoico, in cui il rame wie chelato dagli ossigeni della
porzione carbossilica.

Oltre a queste due classi di inibitori, abbiamoerite nella nostra analisi
anche la feniltiourea e I'Esculetina. La prima atatscelta poiché esiste uno
studio in cui una catecolo-ossidasi € stata clistata con feniltiourea legata al
sito attivd® I'Esculetina invece & un composto naturale chebserabbe in grado
di inibire il processo di melanogenesi in vivo advitro, con costanti di inibizione

molto basse.
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Figura 3.36

Substrati ed inibitori utilizzati. In rosso, € ewitziata la parte della molecola che agisce come
substrato; in blu, la porzione della molecola chéisce I'enzima. Substrati: catecolo (1),
pirogallolo (2), 4-metil-catecolo (3), #rt-butilcatecolo (TBC) (4), L-DOPA (5), dopammina (6)
isoproterenolo  (7), DOPA metil-estere (8), acido idmissipropionico (9), acido
diidrossifenilacetico (10), acido diidrossibenzoi¢bl). Inibitori: acido caffeico (12), acido
cinnamico (13), acido benzoico (14), acido 2,5+g$ibenzoico (15), I-mimosina (16), acido
Kojico (17), feniltiourea (19), Esculetina (18).
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3.5.2 Determinazione delle costanti cinetiche

La determinazione delle costanti cinetiche e stéfisttuata mediante saggio
parallelo in piastre da 96 pozzetti, come descritiomateriale e metodi,
utilizzando la frazione solubilizzata da membranedptte come da protocollo, in
SDS 1% (campione c¢ in Figura 3.37). Si e preferitdatti, utilizzare questa
frazione, piuttosto che quella trattata con prasinkK, in quanto non e stato
chiarito se il trattamento con la proteasi potesdkienzare I'accessibilita di
subitati ed inibitori nel sito catalitico. Si € dyue preferito utilizzare una frazione
con basso livello di purezza, ma con I'enzima imrfa nativa.

Dalla preparazione sono stati ottenuti 50 ml dusamne con 0,0398 U/mi
che, appositamente frazionati e stoccati, sono stiizzati per lo screeningdi

tutte le molecole.

Figura 3.37 A)
Risultati della preparazione utilizzata per o pm a b c d
screening Analisi SDS-PAGE (A), westerny

blot (B) e relativa membrana PVDF (C) con

principali passaggi della preparazione: cellul|

intere (a), surnatante 1° ultracentrifuga (b | ==
surnatante II° ultracentrifuga (c), pelle'| —
seconda ultracentrifuga (d).

.y
Vil &

-
s

B) C)

~

Lo studio € stato condotto in parallelo anche a#gdndo una tirosinasi di
origine batterica, quella dSteptomices antibioticugvedi paragrafo 3.1.2.5),

ottenuta in forma ricombinante e purificata, conigontato in letteratura”.
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Questo enzima possiede un’elevata omologia di segueon la tirosinasi di
Steptomices castaneoglobuspofigentita 82% nella proteina intera, ~100% nel
sito attivo), la cui struttura € nota. lsoreeningparallelo con la seconda tirosinasi
e stato condotto per osservare le differenze onéasita che contraddistinguono i
due enzimi, in termini di affinita, e da questogratrarre informazioni strutturali
sulla forma umana, essendo quella della formafiigdtaota. L'enzima batterico e
stato ottenuto con un’attivita finale di 0,06 U/allla concentrazione di 0,QM. |
risultati ottenuti con i substrati sono schematizzella Tabella 3.6 .

Mentre i valori di Km sono indipendenti dalla contrazione di enzima
utilizzato, la Kcat € proporzionalmente associatquasta: se per la tirosinasi
batterica e stato quindi possibile determinare afore assoluto, per quella
umana, la cui concentrazione rimane ignota, e stpttato il valore di Vmax
ottenuto per ogni substrato la percentuale relatila Vmax ottenuta con il
substrato naturale L-DOPA (100%). Questo perchéato autilizzata per ogni
cinetica, la stessa quantitd di frazione ottenuddlad preparazione, quindi

virtualmente la stessa quantita di tirosinasi umana

A) Tirosinasi
Substrati Steptomices antibioticus Homo sapiens
Struttura e nome Km V max V max Km V max V max
Keat - . Note
[mM] jumolimin] | relativa | jmm) | jumoumin | relativa
HO. N2
2.82 | 590 0.34| 0.67
Homo + + 1635341- 100 + + 100
L-3,4-dihydroxyphenylalanine 0.26 18 ’ 0.03 0.04
1.09 68 0.37 16.7 | 0.84
+ + + 1153 | 5+ + 133 1
atecho 0.25 11 0.05 1.88 | 0.06
2.55 0.5
+ + 74.6 2
0.81 0.1

4 methylcatechol

0.57 | 3863 0.86| 0.35
* + 17+1 653 + + 50 3
0.06 | 272 0.06 | 0.01

4 tert-butylcatechol

[e]
HO.
OH
4
HO'

3,4-dihydroxybenzoic acid
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HO
m 13+ 1145 1.93 0.95
o ol 01 | 12 + 295 | =+ 5
3-(3,4-dihydroxyphenyl)propanoicfac ~ ° 0.06 0.2
HO. OH
11.64 2.9 31.1| 0.14
Hom N 139153 + 223 | + + 23
2-(3,4-dihydroxyphenyl)acetic acid 1 57 - 0.2 4.1 0.02
HO. NH;
35 24.4 1.6
:QN 35+ 1159017 | o6923| 0x | + | 266.66
3 45
dopamine 01 27 Ol
HO [ o\
1.29 | 995 2.19 1.85| 1.18
HO NH, * + * 161.54| =+ + 183.33
3,4-dihydroxyphenylalanine methyl ester 006 4 001 0 17 004
OH |
HO. N
N 230.7 350 0.77 58.5| 0.043
* +13 * 53.84 + + 6.66
Ffisoproterenol 346 | © 0.03 7.5 0.001
OH
HO.
6
HO
pyrogallol
B) Tirosinasi
Inibitori Steptomices antibioticus Homo sapiens
Struttura e nomr Ki Kiu tipo Ki Kiu tipo Note
[mM] [mM] inibizione | mv; | inibizione
OH
6.6
o + C 065§2i C
0.2 '
benzoic acid
OH
Howo
0.39
o 0.01 C /
3,4-dihydroxycinnamic acid
acido caffeico
HO.
/ (o)
0.109+ | 0.121 + 0.34 10331
P oH 0.005 0.006 NC + + NC
o ) ’ 0.01 | 0.007
kojic acid
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Ho. s on
5 = NH,

C + C
L-mimosina 0002 0004
"
N NH,
O/ \L( 0.09+ | 0.15+ " 0-0+017 0.+15 |c
i 001 0.01 0.0001 | 0.015
phenylthiurea
OH
/ o 2.45 0.081 +
+0.12 ¢ 0.007 c

cinnamic acid

HO.
OH

OH
2,5-dihydroxybenzoic acid

HO. \
0.00039| 0.0012
HO () [¢] * e M 9

6,7-dihydroxy-2H-chromen-2-one 0 06002 0 0_002

Tabella 3.6

Schema riassuntivo dello studio cinetico con i fnalbis(A) ed inibitori (B) selezionati. Vengono
indicati i valori di Km, Vmax, Vmax relativa e lanahe la Kcat per la tirosinasi batterica, nel caso
di substrati. Viene invece indicata la tipologiaidibizione osservata e le relative costanti di
inibizione Ki e Kiu nel caso delle analisi sugliibiiori. Abbreviazioni: competitiva (C), non
competitiva (NC), in-competitiva (IC), mista (MNote: (1) si osservauicide inibitionnel caso
della tirosinasi batterica; (2) si ossems@cide inibitionnel caso della tirosinasi batterica tale da
non permettere una stima delle costanti; (3) semsssuicide inibitionnel caso della tirosinasi
batterica; (4) nessuna attivita rilevata per enltriaghi enzimi; (5) non stimata la Vmax e la Vmax
relativa per la tirosinasi umana, a causa deliaztil di uno stock di enzima di una differente
preparazione; (6) nessuna attivita rilevata peraembi gli enzimi; (7) l'attivita mista substrato-
inibitore della molecola, nel caso della tirosinbatterica, non consente di stimare le costanti di

......

inibitoria rilevata per la tirosinasi umana.
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3.6 Conclusioni seconda parte

| risultati delloscreeningsono comparabili ai dati presenti in letteraturg”
119, 1261284 consentono di trarre informazioni utili sullaustura del sito catalitico

dei due enzimi analizzati che e stata riassunkaguara 3.38 e discussa di seguito.

region with high . region with low
affinity to the HO HO " affinity to the

carboxyl group . carboxyl group

O ]
HaN HsM
Highly hydrophobic Hydrophobic
region region
MNarrow pocket with Marmrow pocket with
low affinity for the high affinity for the
benzene ring benzene ring
0 0O 0] 0 ;
human Vool . o. / bacterial
[ “ac L Mt
Ca_| _~Cu ca_| ~Cu
O
Figura 3.38

Struttura schematica dei siti catalitici delle duesinasi analizzate, ottenuta dal confronto tra i
dati di reattivita ottenuti.

Analizzando il primo luogo i dati ottenuti per l@osinasi batterica, il fatto
che il catecolo rappresenti il substrato piu affiden 0.57 mM) presuppone che la
regione adiacente al sito catalitico sia deputdtaspitare I'anello aromatico con
elevata affinita, tale che qualsiasi altra sostitne ne determina la diminuzione.
In piu, il fatto che il pirogallolo non agisca dabstrato e che il l'acido-2,5-
diidrossibenzoico non agisca da inibitore comeea®y agisce lI'acido benzoico, fa
supporre che la regione deputata ad ospitare labehzenico, sia relativamente
stretta e I'ingombro sterico determinato dal grupprossile in posizionenetanel
pirogallolo e orto nell'acido-2,5-diidrossibenzoico, non consenta aedfe
molecole di entrare nel sito. Tuttavia catecolofilkzatecolo etert-butil catecolo
hanno mostrato di agire corsaicide inhibitor(paragrafo 3.1.2.3), cioé sembrano
in grado di approcciare I'enzima come se fosseraramofenoli, determinando
ipoteticamente la loroo-idrosilazione. Questo sembra incompatibile con

I'inattivita nei confronti del pirogallolo, a menche non consideri differente le
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modalita di accesso del substrato nel ciclo catesiod rispetto a quello
cresolasico.

Il secondo substrato piu affine e rappresentatotet&butil catecolo (Km:
1.09 mM): questo fa supporre che, nelle immediatenanze della regione
deputata ad accogliere I'anello aromatico, vi sieambiente idrofobico che tende
a stabilizzare il complesso substrato-enzima. @uesionfermato anche dal fatto
che il 'acido-3,4-diidrossibenzoico non agiscestdstrato, probabilmente per la
localizzazione del gruppo carbossilico nella putatiegione idrofobica.

Tuttavia dal valore di Km della DOPA (Km: 2.82 mNMpptremmo concludere
che I'aggiunta della catena laterale idrofilica rmmmpromette del tutto I'affinita
del legame per il substrato. In questo caso peresidui del sito catalitico che
entrano in gioco e stabilizzano la molecola nel pl@sso enzima substrato,
devono essere collocati in una posizione piu “thstaspetto alla regione che
stabilizza la struttura catecolica e la regioneofmbia piu “prossimali”.
L’importanza del gruppo carbossilico, nello staafire il substrato naturale,
rispetto a quello amminico € evidente se si conémom i valori di affinita del
DHPPA e della dopamina (rispettivamente Km:1.3 &@5nM): la rimozione
dell'ossigeno carbonilico dalla catena, si traduce una notevole perdita
dell'affinita del substrato per I'enzima. Un’ipotgstrebbe essere che in questa
regione, la catena laterale sia stabilizzata deiato grado di formare ponti ad
idrogeno, ma non dalla carica negativa del grupgbassilico dato che la sua
neutralizzazione, nel caso della DOPA metil esféra: 1.29 mM), non comporta
una diminuzione dell’affinita. Ipotesi confermatache dal fatto che, riducendo la
distanza dal gruppo carbossilico rispetto all’amethtecolico, viene ridotta anche
I'affinita (DHPPA Km:1.3 mM, DHPAA Km:11.64, DHBA K. non rilevata),
dal momento che il gruppo carbossilico si spostaimia regione a lui affine ad
una regione idrofobica. L'isoproterenolo mostra wearsa affinita di legame al
sito catalitico, sensibilmente piu bassa rispettqualla degli altri substrati, a
conferma del modello proposto: un gruppo idrossilic prossimita dell’anello,
viene sfavorito dalla presenza di una regione abiaf prossimale e il gruppo
amminico sostituito in posizione distale, non dtaba il complesso enzima-

substrato.
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Per quanto riguarda gli inibitori, bisogna tenerespnte che questi agiscono
mediante la porzione carbossilica o idrossichetgnilc quanto la distanza tra i
due atomi di ossigeno € paragonabile a quella diif@molo, ma non esiste alcuna
forma di reattivita nei confronti di questi gruppghe competono, dunque con i
substrati. Dal confronto delle affinita (Kic) degfiibitori acido benzoico e acido
cinnamico, sembra che cause steriche favoriscan@résenza dell'anello
benzenico in una regione piu distale rispetto dbassile, invece che prossimale.
L’analisi, poi, dell’effetto inibitore esercitataatlacido caffeico € complicata dal
fatto che tale molecola agisce anche come substritbne, il ruolo
“stabilizzante” del gruppo carbossilico all’estréindella catena laterale, sembra
essere confermata dal confronto delle costantiidizione dell'acido Kojico e L-
Mimosina: infatti, mentre l'ossidrile dell’acido Koo si troverebbe in una
regione ipoteticamente idrofobica, la mimosina eble assumere una
conformazione molto simile a quella della DOPA endupiu affine.

Nellenzima umano, a differenza di quello batteridocatecolo non e |l
substrato che mostra la piu alta affinita e la Koaha un valore circa 50 volte
superiore quello della L-DOPA, che risulta inveteubstrato piu affine (Km:
0.34mM). Questo a suggerire come lI'enzima si sialldg per avere un’alta
specificita per il substrato fisiologico. Seguonetilcatecolo con Km: 0.43 tert-
butilcatecolo con Km: 0.86, dove la diminuzioneldéinita, in quest'ultimo
caso, potrebbe essere determinata dallingombracstedovuto alla catena
laterale, ma suggerice che, anche nella tirosinasana, vi sua una regione
idrofobica prossimale al sito attivo, subito dop regione che coordina il
catecolo.

Tornando alla DOPA, anche nell’enzima umano, la@mea di un carbonile
all'estremita della catena laterale sembra statale il legame del substrato, da
momento che la sua eliminazione, nel caso dellaamiopina, determina una
drastica riduzione dell’affinita (Km dopamina: 24wM). La carica negativa, che
potrebbe localizzarsi sull’ossigeno dell’'ossidriteella porzione carbossilica,
sembra essere importante al fine di stabilizzareeriakmente il gruppo
carbossilico: si osserva infatti la riduzione diirdafa nel caso della DOPA
metilestere (Km pari a 1.85 mM); tuttavia non sctlede che questo effetto

potrebbe pero essere determinato solo da un aurdeiogombro sterico della
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molecola. L’effetto dello spostamento del carbgnile traduce in una
diminuizione dell’affinita di legame, come per I’2ma batterico (Km DHPPA:
0.95 mM, Km DHPAA: 31.18 mM, Km DHBA: non rilevato)Anche per
I'enzima umano, I'lsoproterenolo si conferma esskesaibstrato che dimostra la
minore affinita per il sito attivo, a conferma dabdello ipotizzato. Il fatto che
acido 2,5-diidrossibenzoico, non agisca da inikitoon la tirosinasi umana come
invece fa l'acido benzoico, e il fatto che il piadigplo non rappresenti un
substrato, a differenza del catecolo, dimostraastae in questo enzima, la tasca
deputata ad accogliere I'anello catecolico siatirgdanente stretta, seppure poco
affine, e non consenta l'ingresso di substrati@atel metasostituiti. Sa a questo
si aggiunge il fatto che non siano stati ossergabstrati con attivitésuicide
inibition, si poo ritenere che la tasca enzimatica deltsitiasi umana sia molto
piu ristretta e selettiva.

Le stesse conclusioni tratte dal confronto tradstanti di inibizione di acido
benzoico e acido cinnamico per I'enzima batterpmmgsono essere applicate alla
tirosinasi umana ricombinante, con I'aggiunta ahguesto caso, la differenza tra
le costanti e molto maggiore (circa un ordine darglezza). Anche la Km
dell'acido caffeico (seppure non molto inferiore @liella trovata per l'acido
benzoico) sembrerebbe avvalorare questa ipotesquRato riguarda Mimosina e
Kojico, anche in questo caso sembra che la catateaale, abbia un effetto
notevolmente stabilizzante sul complesso enzimantig.

| risultati ottenuti con feniltiourea ed Esculetirseono invece di piu difficile
interpretazione, visto che 1 domini responsabili Il'déizione sono
strutturalmente diversi rispetto a quelli che defiono le altre due classi di
inibitori. Tuttavia, le due molecole in questiosesono rivelate essere gli inibitori
piu affini al sito attivo dell’enzima, rispettivamie la feniltiourea per I'enzima
umano e I'Esculetina per I'enzima batterico. Il eliso comportamento che
manifesta I'Esculetina nei due tipi di enzima (itobe dell’enzima batterico e
substrato putativo dell’enzima umano), potrebbeeressompreso studiando il
comportamento di altre molecole appartenenti dbase delle Cumarine (a cui
appartiene I'Esculetina).

Possiamo dunque concludere che le due tirosinasizzate hanno

probabilmente un intorno del sito attivo relativartge simile, ma con alcune
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differenze importanti, che adattano ciascun enahraolo fisiologico che ha nel
suo ambiente: se, infatti, la tirosinasi battencane secreta d&treptomyces
antbioticus nellambiente extracellulare, al fine di formarenau matrice di

melanine esterna con una funzione protettiva neifronti di microrganismi

esterni, la tirosinasi umana, rimane localizzafatdrno della cellula in cui viene
espressa, anche se compartimentata. Se quindiringb gaso la selettivita nei
confronti di substrati diversi dalla L-DOPA, rappeata una caratteristica
desiderata, in quanto viene incrementata la forom&zidi melanine, anche se
strutturalmente diverse, nel secondo caso la fedettivita per il substrato
naturale e essenziale per evitare trasformaziom wolute, che potrebbero

ripercuotersi a livello metabolico e strutturaldagellula stessa.
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4 Discussione

Cio che contraddistingue i sistemi viventi dal oestiella materia é
rappresentato dal controllo che questi hanno ne&fraoti degli equilibri chimico-
fisico che Ii caratterizzano. La perdita di questmtrollo porta inevitabilmente
alla morte.

Gli enzimi rappresentano il sistema utilizzato dagiganismi viventi per
regolare le reazioni chimiche. Questi catalizzatoaturali si sono evoluti
appositamente, non per massimizzare la velociteagiormazione di un substrato
in un prodotto, ma per determinare la conversioeeosdo le necessita
dell’organismo, nel comparto e nel momento vol@bintuisce dunque il motivo
per cui, enzimi appartenenti alla stessa categama,provenienti da organismi
differenti oppure da comparti diversi dello stessmganismo, possiedono
caratteristiche molto diverse tra di loro, non siwidermini di costanti cinetiche,
ma anche di selettivita.

In questo contesto, studiare gli enzimi consiste solo nel capire il
meccanismo molecolare che determina la catalisi,anzhe il contesto in cui
'enzima esplica la sua attivita. Selettivita eogda di catalisi cooperano per
consentire al sistema vivente di mantenere le edodi affinché I'organismo
possa perpetuare tutti i processi metabolici edjunsopravvivere.

Nel lavoro svolto sulla tirosinasi umana, la diéfete selettivita osservata tra
guesta e 'omologo enzima batterico evidenzia cosgeda un lato utilizzare
sistemi modello semplici consente di capire il naetsmo molecolare che
caratterizza la categoria enzimatica, dall’altroereato estendere le proprieta
intrinseche di un enzima agli altri della stesstegaria. Se dunque si devono
individuare putativi substrati o inibitori di un #ma a scopi terapeutici, I'utilizzo
di sistemi modello piu semplici od economici e asrénte utile, ma deve sempre
essere integrato con uno studio approfondito sudliea realmentearget della
terapia.

L’espressione in forma ricombinante degli enzinpmasenta una tecnologia
fondamentale per poter studiare un enzima, dal momehe purificare la

proteina d’interesse direttamente dal tessuto dodghnismo indagato risulta
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spesso proibitivo, sia eticamente che economicamerd soprattutto dal punto di
vista pratico, essendo spesso gli enzimi espnegmsse quantita.

L’espressione della tirosinasi umana in forma riborante ha permesso di
ottenere nuove informazioni riguardo alla sua ratwoprattutto in termini
strutturali, che potranno in futuro essere intdgirdisiologicamente o condurre a
progettare nuovi inibitori specifici per il trattamto delle iperpigmentazioni o

pro-farmaci per il trattamento nei melanomi.

In un diverso contesto, invece, I'enzima studiada @ini pratici per la sintesi
chimica, viene dissociato dal contesto fisiologit@ui esercita la sua funzione, e
viene considerato come mero catalizzatore. L’enzd@&io acquisisce interesse
quando le sue proprieta sono ottimali per la prathe deve, percio, essere
caratterizzato da alta velocita di catalisi e, seessario, selettivita quasi assoluta.
Non di meno I'enzima deve essere in grado di esdita propria attivita anche in
un ambiente molto diverso da quello in cui natueaite opera.

| due progetti svolti con questo obbiettivo soratisgtviluppati rispettivamente
con approcci differenti: nel primo progetto, la tesi dell'intermedio della
Moxifloxacina, si adatta il substrato allenzim&rcando la combinazione ideale
per raggiungere lo scopo desiderato, in questo, aas® risoluzione racemica.
Non disponendo infatti di ampie librerie enzimaéche modifiche strutturali del
substrato, qualora possibili, consentono di aumenth numero di possibili
combinazioni enzima-substrato, aumentando la pibtaadi ottenere il prodotto
desiderato. Nel secondo progetto, per la preparaziel testosterone, si sfruttano
invece un’indagine bibliografiche e bioinformatiger individuare gli enzimi
opportuni per la trasformazione, ricercando, traitpossibili enzimi della stessa
categoria, alcuni candidati da utilizzare nellsfmamare di un singolo substrato
nellunico prodotto desiderato. In questo caso pégenza acquisita su una
categoria enzimatica dalla comunita scientificagch@nin ambito medico, viene
trasferita per una applicazione di sintesi indasri

In entrambi i casi tuttavia, la disponibilitd di zBma, anche in forma
parzialmente purificata, prodotta in forma ricondnte da noi o fornita da terzi,

ha rappresentato uno strumento indispensabile peducre lo studio. Gl
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approcci analitici utilizzati, infine, sono statrat loro sempre integrati per

consentire una completa comprensione della castitdée dell’enzima.

179



Materiali e Metodi

5 Materiali e metodi

5.1 Materiali

| vari substrati sono stati gentiimente forniti Babbrica Italiana Sintetici
(Alte di Montecchio Maggiore, IT), o acquistati 8gma-Adrich (Milano, IT).
Gli enzimi sono stati ottenuti da Sigma-Adrich (&b, IT), BioCatalitycs
(Pasadena, CA), o preparati come descritto inréetieg?®.

5.2 Tecniche di biologia molecolare

| protocolli di clonaggio ed espressione Hncoli descritti sono stati effettuati
come da manual® cosi come in cellule dpodoptera fungiperd&f9 sono stati
effettuati mediante manule di riferimento Bac-tceBaBaculovirus Expression

System (Invitrogen, www.invitrogen.com).

Clonaggio della 12HSD5 murina in forma nativa

La sequenza di cDNA codificante e stata amplificatediante PCR
utilizzando i seguenti oligonucleotids’-TCTTCTCAGTTGGTGGGCTG-3’ §)
che precede l'iniziale atg; 5-CCTGGGAAGGAGGAGAAATGC-3’ (b) per la
soppressione silente del sito di restrizione Nc@résente all’interno della
sequenza codificante, posto a 452 nucleotidi datiale atg; il suo inverso 5'-
GCATTTCTCCATIGCTTCCCAGG-3° ¢€); e il primer T7 5-
TAATACGACTCACTATAGGG-3’ (d). Utilizzando la coppia dprimersa e c,
la coppiab e d e il plasmide pCMVsport6-BHSD5 purificato come stampo,
sono stati ottenuti due amplificati a loro voltalizmkati come stampo per una
successiva amplificazione mediantprimersa e d. La sequenza intera ottenuta
codificante per la IFHSD5 contiene un sito di restrizione Ncol in prassh del

codone d'’inizio (ccatg), una mutazione silente (c con a) a 480 nucled&tfatg
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iniziale, al fine di eliminare il sito il sito Ncahterno, e un sito Notl che segue la
regione codificante, derivato dalultiple cloning sitelel plasmide pCMVsport 6.
L’amplificato ottenuto e stato digerito medianté ghzimi di restrizione Ncol e
Notl, cosi come il plasmide pET28a: quest'ultimostto successivamente
defosforilato. | prodotti purificati (Figura 2.28pno stati uniti mediante ligazione
che, a reazione avvenuta, € stata utilizzata psfarmare cellule dt.coli Invaf’,
mediante elettroporazione come da protollalcune delle cellule piastrate in
terreno LB agar kanamicina p@/ml, e formanti delle colonie visibili, sono state
utilizzate per undull colony PCR, al fine di identificare quelle contenenti il
plasmide contenente la sequenza codificante p&f@BISD5, di circa ~1500 pb.
Da una colonia positiva e stato estratto il re@jplasmide mediantaini-prepe

il frammento inserito e stato sequenziato per icanine la correttezza.

Clonaggio della 12HSD5 murina in forma HT

La sequenza di cDNA e stata amplificata dal plasnp@MVsport6-1BHSD5
utilizzando il primer mutagenico 5-GCTGAGAACATATGATTCTAAG-3
(e), contenente il sito di restrizione Ndel (sotteltg concomitante allATG
iniziale, e il primer T7-promoter ¢), precedentemente descritto. Il frammento
ottenuto, digerito con gli enzimi Ndel e Notl etetdigato al plasmide pET28a
digerito con gli stessi enzimi e non defosforildfgura 2.21). Il prodotto di
ligazione e stato utilizzato per trasformare celldli E.coli Invaf. Anche in
questo caso alcune delle cellule pilastrate ineterrLB agar kanamicina 50
ug/ml, e formanti delle colonie visibili, sono staiélizzate per undull colony
PCR, al fine di identificare quelle ricombinantyntenenti la sequenza codificante
per la 1BHSDS5 di circa ~1500 pb (Figura 2.21). Da una caqgmositiva e stato
estratto il relativo plasmide mediantaini-prep e il frammento inserito

sequenziato per verificarne la correttezza (BMRdb&ns, Padova, Italia).

Clonaggio di YMR226¢ in forma nativa e HT

Per la forma nativa la sequenza e stata amplificegdiante PCR da estratto

genomico diS. cerevisiaeAl fine di inserirlo nel plasmide pET28a tra tigii
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restrizione Nde | e Hind lll, il frammento é stamplificato utilizzando degli
oligonucleotidi mutagenici, disegnati a partire laladequenza genomica &.
cerevisiae 5-AACGTATTTTGACCATGGCCCAAGG-3' (@) che inserisce |l
sito Ncol (sottolineafpe 5-CTTCCGTGGATAAGCTAGCTAAACTAA-3’' (b)
che inserisce il sito di restrizione Hind 11l _(smtheatd abolendo il codone di
stop. Cosi amplificata, la sequenza, é stata se@iarper verificare I'assenza di
mutazioni indesiderate e il corretto inserimento sié di restrizione (BMR
Genomics, Padova, Italia). Di seguito, digerita gtirenzimi Nco | e Hind 1ll, la
sequenza € stata ligata al plasmide pET28a digento gli stessi enzimi e
defosforilato. Tra le cellule cresciute dopo lastormazione con la ligazione e
formanti delle colonie visibili, alcune sono statilizzate per undull colony
PCR, al fine di identificare quelle contenentilhgmide contenente la sequenza di
interesse, di circa ~900 pb (Figura 2.22). Da wiarga positiva e stato estratto il
relativo plasmide mediantaini-prepe il frammento inserito e stato sequenziato.
Una procedura analoga e stata utilizzata per maggio della sequenza al fine
dell’'espressione della forma HT, utilizzandprimers mutagenici, gia descritto,

e 5-CATATCTTCCGTGGAAAGCTICTAGCTAAACTA-3’ (¢), che sopprime

il nativo codone di stop finale, inserisce una haseportare in frame la sequenza

successiva e inserisce un sito di restrizione Hind

Clonaggio della tirosinasi umana

La strategia di clonaggio della tirosiasi nella forana intera € stata effettuate
come di seguito descritta: (i) la sequenza dalovetpCDNA3 é stata tagliata
mediante restrizione con I'enzima EcoRI; (i) swsieamente il frammento
d’interesse é stato estratto e purificato medigetel’agarosio; (iii) paralelamente
il vettore pFastBac ® e stato digerito con EcoRHbefosforilazione; (iv) il
frammento purificato da gel d’agarosio e statotbgaon il vettore pFastBac
aperto; (v) cellule competenti ink¥’ E.coli sono state trasformate con il prodotto
della ligazione e (vi) piastate in piaste LB comilaintico ampicillina. (vii) Al fine
di identificare quali, tra le colonie ottenute, ssero la sequenza della tirosinasi
inserita nel corretto orientamento (a causa dehadgio mediante siti di

restrizioni identici ECoRI) una serie di coloniensostate casualmente scelte e
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utilizzate per purificare i relativi plasmidi (medite mini prep). | plasmidi
ottenuti sono stati poi individualmente digeritncBamHI (che precede EcoRlI nel
vettore pFastBac ®, Figura 3.16) e Ncol: dal momaertte la sequenza genetica
della tirosinasi umana contiene al suo internoitta restrizione unico Ncol, se
la sequenza €& stata correttamente inserita ci tendd, da questa doppia
digestione, un frammento di ~1090 nucletidi, aienti uno di ~900 nucleotidi
(Figura 3.17).

Tra le colonie analizzate, una colonia positivaaasselezionata per essere
sequenziata e verificare l'assenza di mutazionesmdkrate. Per sequenziare
l'intero frammento codificante per la tirosinasinsostati scelti ed utilizzati tre
oligonucleotidi che hanno consentito di ottenen@tdéra sequenza mediante
opportune sovrapposizioni tra le regioni ottenute dascun primer. Gli
oligonucleotidi utilizzati sono di seguito riponté&edi anche Figura 3.17 e Figura
3.18).

Nome Sequenza nucleotidica
TyrO1Rev TCCTCCAATCGGCTACAGAC
TyrO2Fow ATTGATTTTGCCCATGAAGC
3TyrFow TCCACTTACTGGGATAGCGG

Per il clonaggio del dominio luminale (22-474 aa)stata adottata una
strategia diversa. Partendo dalla sequenza del mmnmserita nel plasmide
pCR2.1, (i) questa € stata tagliata usando glinendi restrizione EcoRI e Xbal;
(i) il frammento é stato separato dal plasmide iarete gel d’agarosio e da questo
estratto e purificato; (iii) parallelamente il var# pFastBac ® e stato digerito con
gli stessi enzimi EcoRI e Xbal e defosforilato;) (ivframmento purificato € stato
ligato con il vettore pFastBac aperto e (v) il ptid della ligazione utilizzato per
trasformare cellule competenti ¥’ E.coli, successivamente (vi) piastrate su LB
con ampicillina.

In questo caso, le colonie ottenute, sono stateEmte a PCR da colonia
utilizzando i primer TyrO2Fow e TyrO2Rew, in moda aientificare quali delle
colonie contenessero il plasmide con il frammentanteresse correttamente

inserito. Anche in questo caso, tra le colonieltade positive allsscreening una
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€ stata scelta per essere sequenziata e verificaseenza di mutazioni

eventualmente introdotte.

5.3 Metodologie biochimiche

SodioDodecilSolfato PoliAcrilammide Gel ElettrofsréSDS-PAGE)

Le proteine sono state separate elettroforeticaanguntgel denaturanti o non
di poliacrilamide. Acrilammide e bisacrilammide wgemo fatti reagire con
ammonio persolfato in presenza di TEMED (tetraragldndiammina).
L’elettroforesi avviene in presenza di un riduceteelegami disolfuro (DTT) e di
un agente denaturante delle proteine (SDS). Idgséparazione (running gel) ha
una composizione finale compresa tra 1'8% e il 1@acrilamide (secondo |l
caso) - 0,38 M Tris-HCI pH 8.8 - 0,1% SDS -0.1% ARK008% TEMED. Il gel
spaziatore (stacking gel) ha una composizionedidal 5% acrilamide - 0,125 M
Tris-HCI pH 6.8 - 0,1% SDS - 0,1% APS - 0,1% TEMHDtampone di corsa é
composto da 25 mM Tris - 250 mM glicina - 0,1% Sar$8.3. Il tampone per |l
caricamento dei campioni € composto da 50 mM T@pH 6.8 — 100 mM DTT
- 2% SDS - 0.1% Blu di Bromofenolo - 10% gliceroloo standard di pesi
molecolari usato € il Low Molecular Weight-SDS MarkLMW) fornito dalla
Amersham Bioscience. L’elettroforesi viene condattalicando una differenza di
potenziale di 100-150V, in funzione della percetgudi acrilamide. Si utilizza
I'apparecchiatura Hoefer fornita dalla ditta AmemshBioscience per minigel (10
x 10.5 x 0.75). La colorazione dei gel viene etfeth con Coomassie Brillant
Blue. Al termine della corsa elettroforetica il ggéne immerso per 1 ora, in
agitazione, in una soluzione colorante (0.25% woboi@assie Brilliant Blue R
250 SIGMA - 50% etanolo -10% acido acetico). Vienendi decolorato per
un’ora, in agitazione, immerso in una soluzioneuasa 10% acido acetico e 45%
etanolo. Successivamente viene conservato in un&ieoe acquosa al 10% di
acido acetico. Modifiche nella preparazione del, gedl caso di gel nativi o

colorazione mediante argento, sono state tratteataalé®.
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Western blotting

Il trasferimento delle proteine da gel alla membrati PVDF (blot) e
condotto a 4°Cpvernight a 35 Volt inTransfer buffer(48 mM Tris, 39 mM
glicina, 20% metanolo 0.037 % SDS). Dopo un brevadgio in TBS-T (20 mM
Tris-HCI pH 7.6, 137 mM NaCl, 0.1% Tween-20), lami®ana € incubata in una
soluzione di latte in polvere allo 5% in TBS-T gé&rmin circa.

La fase dbindingcon 'anticorpo primario e realizzata incubandon@mbrana in
una soluzione diluita di anticorpo a temperaturdiante per 1h.

Il blot viene lavato 4-5 volte in TBS-T e quindimerso in una soluzione diluita
di anticorpo secondario opportuno, immunoglobultieconiglio o di topo
coniugate alla perossidasi in diluizione variakibe base al tipo di anticorpo
secondario, per 1 ora temperatura ambiente.

La membrana infine é lavata in TBS-T e sviluppatn dl sistema di
chemioluminescenza al Iuminolo Effanched Chemiluminescence system
Amersham 1l luminolo viene ossidato specificatamente ddbminio
perossidasico coniugato all'anticorpo secondarioj emette luce in
corrispondenza della banda in cui € localizzatmihplesso antigene-anticorpo.
L'impressione della lastra fotografica e realizzat@amera oscura, nella cassetta
Kodak X-Omaticil tempo di esposizione varia da pochi secondi5amin, in
dipendenza della quantita di proteina da rilevé&@e.lastra viene sviluppata in
soluzioneKodak GBX Developerrisciacquata in acqua, e quindi fissata nella
soluzioneKodak GBX Fixer

Cromatografie

Per le cromatografie utilizzate sono state sedeitprocedure standard indicate

per le rispettive resine DEAE Sepharose (Pharm&asciences) e IMAC

(Sigma).
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5.4 Metodologie spettroscopiche

Determinazione delle unita enzimatiche

La velocita dell’enzima viene misurata monitoramsstantemente la formazione
di un prodotto o la scomparsa di un substrato néglianalisi spettofotometrica
(Agilent 8453 UV-visible spettroscopy system) dazeni effettuate in cuvette da
0.1-1 ml in quarzo, cammino ottico 1 cm. Per potenitorare simulataneamente
'andamento delle reazioni multiple sono state iamate mediante piastre da 96
pozzetti, con l'utilizzo di uno specifico spettredmnetro, lo SpetraMax 190
(Molecula Devices).

L’'unita di attivita enzimatica si definisce comedaantita di enzima in grado di
catalizzare la formazione digimole di prodotto al minuto, cosicché la quantita di

enzima presente in una soluzione viene calcoldla fdamula:

attivita (U/ml) = [AA/(gxb))/AT] d V

Dove
« U indica le unita di attivita enzimatica
» dil fattore di diluizione dell’enzima
e Vil volume di reazione
» & coefficiente di estinzione molare della specie nsga a lunghezza
d’onda x
e b cammino ottico
e AA variazione di assorbanza rilevato nel temddo
| valori di € utilizzati, che variano in base al tipo di reaziomonitorata, sono

indicata nel testo o in pubblicazioni riportste

Determinazione delle costanti cinetiche

Tutti i grafici che compaiono in questo lavoro sostati realizzati utilizzando
sofware OriginPro 7.0. Per fittare i dati seconéguazione di Michaelis Menten,

& stata utilizzata la funzione di Hill. La procedér stata descritta su tesi
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Materiali e Metodi

Spettroscopia NMR

Lo strumento utilizzato per le analisi NMR é bruken avance DRX 600 Mh
utilizzando ilsoftwareXWIN-NMR.

Negli esperimenti le concentrazioni dei diversi pasti sono indicati nel testo.
Ad ogni campione € stato aggiunto acqua deutetal®% v/v per un volume
finale di 0.6 ml, caricati in tubi da 5 mm di diaime

Altre strumentazioni utilizzate

Le analisi HPLC sono state condotte mediante lenstnto Agilent 1100 Series,
equipaggiato con rilevatore diode array tra 19(b@ Am. | campioni sono stati
caricati in colonna Zorbax Eclipse XDB-C18 e fluatl 1ml/min con fase mobile
costituita da acqua:acetonitrile, con diversi geatiin base alle specie analizzate.
Le analisi con colonna chinale e le analisi HPLC-BI$ho state condotte con
I'apposita strumentazione presso la Fabbrica Hali@intetici (Alte di Montecchio

Maggiore, Italia).
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