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   I	
  

Riassunto	
  
	
  
Le	
   cellule	
   vanno	
   continuamente	
   incontro	
   a	
   ‘stress	
   ossidativo’	
   indotto	
   da	
   radicali	
   liberi.	
  
Questi	
  possono	
  essere	
  generati	
  in	
  diversi	
  modi,	
  ad	
  esempio	
  da	
  elettroni	
  che	
  sfuggono	
  alla	
  
catena	
  respiratoria	
  mitocondriale,	
  dall'attività	
  delle	
  NADPH	
  ossidasi	
  o	
  dalle	
  ossido	
  nitrico	
  
sintasi	
  e	
  dalla	
  autossidazione	
  di	
  flavoenzimi.	
  Tuttavia,	
  i	
  radicali	
  superossido	
  (O2-­‐)	
  e	
  ossido	
  
nitrico	
   (NO)	
   non	
   appaiono	
   così	
   distruttivi	
   per	
   i	
   tessuti.	
   L'abbondanza	
   di	
   superossido	
  
dismutasi	
   (SOD)	
   assicura	
   che	
   l’	
   O2-­‐	
   	
   sia	
   immediatamente	
   dismutato	
   a	
   O2	
   e	
   H2O2,	
   una	
  
sostanza	
  apparentemente	
  meno	
  pericolosa.	
  Ciò	
  non	
   toglie	
  che,	
   in	
  condizioni	
  patologiche,	
  
l’H2O2	
   possa	
   essere	
   usata	
   per	
   produrre	
   acido	
   ipocloroso	
   (HOCl)	
   e	
   altri	
   composti	
   reattivi	
  
dalle	
   eme	
   perossidasi	
   dei	
   leucociti,	
   oppure	
   per	
   produrre	
   il	
   radicale	
   idrossile	
   (OH)	
  
attraverso	
   la	
   reazione	
  di	
  Fenton.	
  Allo	
   stesso	
  modo,	
   in	
  queste	
   condizioni,	
   il	
  perossinitrito	
  
(ONOO-­‐),	
   prodotto	
   di	
   reazione	
   tra	
   NO	
   e	
   O2-­‐,	
   si	
   trasforma	
   in	
   specie	
   più	
   tossiche.	
   È	
  
interessante	
  notare	
   il	
   fatto	
   che	
  non	
   sia	
   stato	
  mai	
   trovato	
   enzima	
   capace	
  di	
   detossificare	
  
OH,	
   RO,	
   ossigeno	
   singoletto,	
   oppure	
   HOCl.	
   Evidentemente,	
   la	
   natura	
   è	
   stata	
   saggia	
  
abbastanza	
  da	
  non	
  impegnarsi	
  in	
  uno	
  sforzo	
  impossibile,	
  per	
  la	
  difficoltà	
  di	
  competere	
  con	
  
l’altissima	
   reattività	
   di	
   queste	
   specie	
   su	
   bersagli	
   biologici,	
   limitata	
   solo	
   dalla	
   diffusione.	
  
Tuttavia	
   le	
   cellule	
   devono	
   costantemente	
   affrontare	
   ‘stress	
   ossidativo’	
   e	
   pertanto	
  
l’autoprotezione	
  è	
  obbligatoria.	
  Questa	
  è	
  perseguita	
  prevenendo	
  la	
  formazione	
  di	
  radicali	
  
dagli	
   idroperossidi	
  (R-­‐OOH)	
  e	
  dal	
  perossinitrito.	
  Ciò	
  è	
  particolarmente	
  rilevante	
  alla	
   luce	
  
del	
   fatto	
   che	
   queste	
   sostanze	
   stanno	
   emergendo	
   come	
   mediatori	
   di	
   diverse	
   risposte	
  
fisiologiche	
  quali	
  la	
  proliferazione,	
  la	
  differenziazione	
  e	
  la	
  migrazione	
  cellulare.	
  Gli	
  enzimi	
  
dei	
  mammiferi	
   implicati	
  nella	
  detossificazione	
  degli	
  R-­‐OOH	
  e	
  ONOO-­‐	
  appartengono	
  a	
  due	
  
distinte	
   famiglie	
   di	
   proteine,	
   le	
   glutatione	
  perossidasi	
   (GPxs)	
   e	
   le	
   peroxiredossine	
   (Prx).	
  
Entrambi	
   agiscono	
   sull’H2O2	
   o	
   sul	
   ONOO-­‐	
   -­‐	
   anche	
   se,	
   generalmente	
   il	
   ONOO-­‐	
   è	
   ritenuto	
  
substrato	
   migliore	
   per	
   le	
   Prx	
   rispetto	
   alle	
   GPxs	
   –	
   e,	
   inoltre,	
   su	
   un	
   ampio	
   spettro	
   di	
  
idroperossidi	
  alchilici	
  comprendenti	
  i	
  prodotti	
  della	
  lipossigenasi.	
  

Le	
  GPxs	
  sono	
  ampiamente	
  distribuite	
  in	
  natura,	
  dai	
  batteri	
  all'uomo.	
  Utilizzano	
  sia	
  
selenio	
   che	
   zolfo	
   nel	
   centro	
   catalitico	
   ossidoriduttivo,	
   che	
   viene	
   ossidato	
   dall’R-­‐OOH,	
  
formando	
  così	
  un	
  intermedio	
  ossidato	
  che	
  viene	
  rigenerato	
  da	
  un	
  agente	
  riducente.	
  Questo	
  
non	
   è	
   sempre	
   glutatione	
   (GSH),	
   come	
   il	
   nome	
   di	
   questa	
   famiglia	
   di	
   enzimi	
   potrebbe	
  
suggerire.	
   Il	
   centro	
   redox	
  delle	
  GPxs	
  è	
  notevolmente	
  conservato	
   in	
   tutta	
   la	
   famiglia	
  ed	
  è	
  
costituito	
  da	
  una	
  tetrade	
  catalitica	
  composta	
  da	
  Sec	
  o	
  Cys,	
  Gln,	
  Trp	
  e	
  Asn.	
  Quando	
  contiene	
  
selenio,	
  come	
  tipicamente	
  nelle	
  GPx	
  dei	
  mammiferi	
  –	
   le	
   ‘SecGPxs’-­‐,	
   l’intermedio	
  ossidato,	
  
formatosi	
  dalla	
  reazione	
  del	
  centro	
  catalitico	
  con	
  l’R-­‐OOH,	
  probabilmente	
  il	
  selenolo	
  (SeO-­‐
),	
  viene	
  ridotto	
  dal	
  GSH,	
  il	
  quale	
  forma	
  un	
  intermedio	
  selenodisulfuro	
  che	
  viene	
  poi	
  ridotto	
  
da	
   una	
   seconda	
   molecola	
   di	
   GSH,	
   con	
   produzione	
   di	
   GSSG	
   ed	
   enzima	
   ridotto.	
   Quando	
  
invece	
   contiene	
   zolfo,	
   come	
   tipicamente	
   nelle	
   GPxs	
   dei	
   non-­‐vertebrati	
   e	
   nelle	
   piante	
  
(CysGPxs),	
   il	
   substrato	
   riducente	
   è	
   una	
   preferenzialmente	
   la	
   tioredossina	
   (Trx)	
   o	
   una	
  
‘redossina’	
   della	
   famiglia	
   delle	
   Trxs,	
   e	
   l'intermedio	
   ossidato	
   dell’enzima	
   è	
   un	
   disolfuro	
  
intracatena.	
  Per	
  questo	
  è	
  necessario,	
  oltre	
  alla	
  ‘Cys	
  perossidasica’	
  (CP),	
  un	
  secondo	
  residuo	
  
di	
  Cys	
  la	
  ‘Cys	
  	
  resolving’	
  (CR).	
  L'attuale,	
  unica	
  SecGPx	
  monomerica	
  nei	
  vertebrati	
  -­‐	
  la	
  GPx4-­‐	
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non	
   presenta	
   il	
   residuo	
   CR,	
   è	
   ridotta	
   dal	
   GSH	
   e	
   ovviamente	
   non	
   forma	
   un	
   intermedio	
  
selenodisulfuro	
  intracatena.	
  
Il	
   ‘meccanismo	
  canonico’	
  delle	
  GPxs,	
   che	
   implica	
  quindi	
  una	
  CR	
  quando	
   il	
   centro	
   redox	
  è	
  
una	
  CP	
   invece	
  di	
  una	
  Sec	
  perossidasica	
   (UP)	
  e	
  quindi	
   l’uso	
  di	
  preferenziale	
  di	
  Trx	
  o	
  altre	
  
‘redossine’	
   come	
   substrato	
   riducente,	
   è	
   stato	
   rimesso	
   in	
   discussione	
   dalla	
   scoperta,	
   nei	
  
mammiferi,	
  di	
  due	
  nuove	
  GPx,	
   la	
  GPx7	
  e	
   la	
  GPx8.	
  Queste	
  sono	
  due	
  GPx	
  monomeriche	
  del	
  
reticolo	
  endoplasmatico	
  (ER),	
  contenenti	
  una	
  CP,	
  senza	
  un	
  residuo	
  di	
  Cys	
  nello	
  ‘stretch’	
  di	
  
aminoacidi	
  dove	
  si	
  trova	
  la	
  CR	
  delle	
  altre	
  CysGPx	
  dei	
  non-­‐vertebrati	
  e	
  delle	
  piante.	
  	
  
In	
  questa	
  tesi,	
  abbiamo	
  caratterizzato	
  la	
  GPx7,	
  come	
  prototipo	
  di	
  queste	
  insolite	
  ‘1CysGPx’.	
  
Anche	
   se	
   a	
   bassi	
   livelli,	
   la	
   GPx7	
   è	
   ampiamente	
   distribuita	
   nei	
   tessuti.	
   Il	
   peptide	
   segnale	
  
presente	
   all’estremità	
  NH2-­‐terminale	
   e	
   il	
  motivo	
  C-­‐terminale	
  KREDL	
   sono	
   funzionali	
   per	
  
l’ingresso	
   e	
   la	
   ritenzione	
  nell’ER,	
   rispettivamente.	
  Gli	
   studi	
   cinetici	
   sulla	
  GPx7	
   sono	
   stati	
  
effettuati	
   su	
   idroperossidi	
   fosfolipidi	
   (PL-­‐OOH),	
   il	
   substrato	
   più	
   appropriato	
   per	
   le	
  GPxs	
  
monomeriche,	
  utilizzando	
  enzima	
  espresso	
  in	
  E.	
  coli,	
  fuso	
  con	
  sinucleina	
  per	
  ottenere	
  alti	
  
livelli	
   di	
   espressione.	
   Dalla	
   cinetica	
   in	
   stato	
   stazionario,	
   la	
   costante	
   cinetica	
   per	
  
l'ossidazione	
   del	
   sito	
   attivo	
   è	
   risultata	
   piuttosto	
   elevata	
   (k+1=9.5	
   x	
   103	
  M-­‐1sec-­‐1),	
  mentre	
  
costante	
   cinetica	
   per	
   la	
   rigenerazione	
   del	
   catalizzatore	
   con	
   GSH	
   notevolmente	
   bassa	
  
(k’+2=12.6	
   M-­‐1sec-­‐1).	
   Sorprendentemente,	
   il	
   sito	
   attivo	
   ossidato	
   è	
   invece	
   rapidamente	
  
ridotto	
  da	
  una	
  ‘redossina’,	
  la	
  protein	
  disulfide	
  isomerase	
  (PDI)	
  (k’+2=3.5	
  x	
  103	
  M-­‐1sec-­‐1)	
  ma	
  
non	
   dalla	
   Trx.	
   L’interazione	
   PDI-­‐GPx7	
   è	
   stata	
   confermata	
   dalla	
  misura	
   della	
   costante	
   di	
  
affinità	
  della	
  GPx7	
  per	
  la	
  PDI	
  mediante	
  SPR	
  (KD=	
  5.2	
  µM).	
  Inoltre	
  è	
  stata	
  esclusa,	
  mediante	
  
mutagenesi,	
  la	
  eventuale	
  presenza	
  nella	
  GPx7	
  di	
  un	
  residuo	
  Cys	
  che	
  possa	
  fare	
  la	
  funzione	
  
della	
   CR	
   tipica	
   delle	
   GPxs	
   dei	
   non-­‐vertebrati	
   e	
   delle	
   piante.	
   Quindi,	
   il	
   ‘meccanismo	
  
canonico’	
   mediante	
   il	
   quale	
   nelle	
   GPxs	
   è	
   richiesta	
   una	
   CR	
   per	
   essere	
   ridotte	
   da	
   una	
  
‘redossina’	
   non	
   si	
   applica	
   alla	
   GPx7	
   (e	
   probabilmente	
   neanche	
   alla	
   GPx8,	
   che	
   è	
  
strutturalmente	
  simile).	
  Questo	
  enzima	
  infatti,	
  accetta	
  elettroni	
  da	
  un	
  ‘redossina’	
  come	
  la	
  
PDI	
  attraverso	
  un	
  meccanismo	
  che	
   implica	
   la	
  sola	
  CP.	
  La	
  GPx7	
  (e	
   la	
  GPx8)	
  si	
  configurano	
  
quindi	
   come	
   insolite	
   ‘1CysGPx’	
   della	
   famiglia	
   delle	
   glutation	
  perossidasi,	
   poiche’	
   sono	
  di	
  
fatto	
   rare	
  eccezioni.	
   Infatti,	
   la	
   famiglia	
  delle	
  glutation	
  perossidasi	
   è	
  per	
   la	
  maggior	
  parte	
  
composta	
   da	
   	
   ‘2CysGPx’	
   dei	
   non-­‐vertebrati	
   e	
   delle	
   piante	
   che	
   sono	
   funzionalmente	
   Trx	
  
perossidasi.	
  
	
  Sebbene	
   questi	
   dati	
   sembrerebbero	
   inquadrare	
   la	
   funzione	
   fisiologica	
   della	
   GPx7	
   nel	
  
‘protein	
   folding’	
   che	
   avviene	
  nell’ER,	
  nessuna	
  evidenza	
  è	
   stata	
  da	
  noi	
   ottenuta	
   in	
  questo	
  
senso.	
  In	
  cerca	
  di	
  una	
  risposta	
  adattativa	
  alternativa	
  all’unfolded	
  protein	
  response	
  (UPR),	
  
abbiamo	
  osservato	
  un	
  aumento	
  di	
  fosforilazione	
  della	
  extracellular	
  signal	
  regulated	
  kinase	
  
1-­‐2	
  (ERK	
  1-­‐2)	
  in	
  seguito	
  al	
  silenziamento	
  della	
  GPx7	
  dopo	
  uno	
  stimolo	
  proliferativo	
  con	
  il	
  
fattore	
   di	
   crescita	
   dei	
   fibroblasti	
   (FGF).	
   Questi	
   dati	
   finalizzano	
   la	
   caratterizzazione	
  
enzimatica	
   della	
   GPx7	
   come	
   un	
   membro	
   ‘non-­‐canonico’	
   della	
   famiglia	
   delle	
   GPxs,	
   non	
  
suggeiscono	
  un	
  ruolo	
  nello	
  stress	
  del	
  ER,	
  ma	
  indicano	
  invece	
  un	
  ruolo	
  nel	
  cross	
  talk	
  tra	
  lo	
  
stato	
  redox	
  del	
  ER	
  e	
  segnali	
  provenienti	
  da	
  fattori	
  di	
  crescita.	
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Abstract	
  
	
  
Cells	
  are	
  continuously	
  facing	
  an	
  oxidative	
  challenge	
  induced	
  by	
  free	
  radicals.	
  These	
  may	
  be	
  
generated	
   in	
   different	
  way,	
   i.	
   e.	
   by	
   electron	
   escaping	
   the	
  mitochondrial	
   transport	
   chain,	
  
activity	
   of	
   the	
   NADPH	
   oxidase	
   and	
   nitric	
   oxide	
   synthase	
   family	
   of	
   enzymes	
   and	
  
autoxidation	
   of	
   favoenzymes.	
   However,	
   the	
   radicals	
   superoxide	
   (O2-­‐	
   )	
   and	
   nitric	
   oxide	
  
(NO)	
   do	
   not	
   appear	
   so	
   destructive	
   when	
   produced	
   in	
   tissues.	
   The	
   abundance	
   of	
  
superoxide	
  dismutases	
   (SODs)	
  assures	
   that	
  O2-­‐	
  is	
   immediately	
  dismutated	
   to	
  O2	
  and	
   the	
  
apparently	
   less	
   dangerous	
   H2O2.	
   In	
   pathologic	
   conditions,	
   however,	
   H2O2	
   is	
   used	
   to	
  
produce	
   hypoclorous	
   acid	
   (HOCl)	
   and	
   similarly	
   reactive	
   compounds	
   by	
   the	
   heme	
  
peroxidases	
   of	
   leukocytes,	
   or	
   the	
   hydroxyl	
   radical	
   (OH)	
   by	
   Fenton-­‐like	
   chemistry.	
  
Similarly,	
   under	
   these	
   conditions,	
   peroxynitrite	
   (ONOO-­‐)	
   -­‐the	
   reaction	
   product	
   between	
  
NO	
  and	
   O2-­‐	
  -­‐	
   is	
  transformed	
  into	
  more	
  toxic	
  species.	
   Interestingly,	
  no	
  enzyme	
  has	
  so	
  far	
  
been	
  discovered	
   that	
   could	
  detoxify	
  OH,	
   RO,	
   singlet	
   oxygen,	
   or	
  HOCl.	
   Evidently,	
   nature	
  
was	
   sage	
   enough	
   not	
   to	
   embark	
   in	
   this	
   effort,	
   due	
   to	
   the	
   difficulty	
   to	
   compete	
  with	
   the	
  
diffusion-­‐limited	
   reaction	
  of	
   these	
   species	
  on	
  biological	
   targets.	
  However	
   living	
   cells	
   are	
  
continuously	
  facing	
  an	
  oxidative	
  challenge	
  and	
  self-­‐protection	
  appears	
  mandatory.	
  	
  This	
  is	
  
essentially	
   achieved	
   by	
   preventing	
   radical	
   formation	
   from	
  hydroperoxides	
   (R-­‐OOH)	
   and	
  
ONOO-­‐.	
  Interestingly,	
  this	
  appears	
  particularly	
  relevant	
  on	
  the	
  light	
  of	
  the	
  observation	
  that	
  
these	
   species	
   may	
   act	
   as	
   mediators	
   of	
   diverse	
   physiological	
   responses	
   such	
   as	
   cell	
  
proliferation,	
  differentiation	
  and	
  migration.	
  	
  
The	
   enzymes	
   involved	
   in	
  mammals	
   to	
   handle	
  R-­‐OOH	
  and	
  ONOO-­‐,	
   belong	
   to	
   two	
  distinct	
  
protein	
   families,	
   the	
  glutathione	
  peroxidases	
   (GPxs)	
  and	
   the	
  peroxiredoxins	
   (Prxs).	
  Both	
  
act	
  on	
  H2O2	
  and	
  on	
  ONOO-­‐	
  -­‐although	
  ONOO-­‐	
  is	
  generally	
  believed	
  to	
  be	
  a	
  better	
  substrate	
  
for	
  Prx	
  than	
  GPxs-­‐	
  and,	
  also,	
  on	
  a	
  wide	
  spectrum	
  of	
  alkyl	
  hydroperoxides	
  comprising	
  the	
  
products	
  of	
  lipoxygenases.	
  

GPxs	
   are	
  widely	
   distributed	
   in	
   nature,	
   from	
  bacteria	
   to	
   humans.	
   They	
   use	
   either	
  
selenium	
  or	
  sulfur	
  in	
  the	
  redox	
  center	
  that	
  is	
  oxidized	
  by	
  the	
  hydroperoxide,	
  thus	
  forming	
  
an	
  oxidized	
  enzyme	
  intermediate,	
  which	
  is	
  regenerated	
  in	
  its	
  reduced	
  form	
  by	
  a	
  reductant.	
  
This	
  is	
  not	
  always	
  glutathione	
  (GSH),	
  as	
  the	
  name	
  of	
  the	
  family	
  should	
  suggest.	
  The	
  redox	
  
center	
   is	
   remarkably	
   conserved	
   in	
   the	
  whole	
   family	
   and	
   it	
   is	
  made	
   of	
   a	
   catalytic	
   tetrad	
  
containing	
  Sec	
  or	
  Cys,	
  Gln,	
  Trp	
  and	
  Asn.	
  When	
  it	
  contains	
  selenium,	
  as	
  it	
  typically	
  occurs	
  in	
  
mammalian	
   GPx	
   	
   -­‐the	
   ‘SecGPxs’-­‐	
   the	
   oxidized	
   intermediate	
   formed	
   upon	
   reaction	
   of	
   the	
  
catalytic	
  moiety	
  with	
  the	
  R-­‐OOH	
  -­‐believed	
  to	
  be	
  a	
  selenol	
  (SeO-­‐)-­‐	
  is	
  reduced	
  by	
  GSH.	
  In	
  this	
  
reaction	
   a	
   selenodisulfide	
   intermediate	
   is	
   formed,	
   that	
   is	
   displaced	
   by	
   a	
   second	
   GSH,	
  
yielding	
  GSSG	
  and	
   reduced	
  enzyme.	
  When	
   it	
   contains	
   sulphur,	
   instead,	
   as	
   in	
   the	
  GPxs	
  of	
  
non-­‐vertebrates	
  and	
  plants	
  (CysGPxs),	
  the	
  reducing	
  substrate	
  is	
  a	
  Trx	
  or	
  a	
  ‘redoxin’	
  of	
  the	
  
Trx	
  family,	
  and	
  an	
  intrachain	
  disulphide	
  is	
  the	
  oxidized	
  intermediate	
  of	
  the	
  enzyme.	
  This	
  
mechanism	
  requires,	
  besides	
  the	
   ‘peroxidatic	
  Cys	
   ‘(CP),	
  a	
  second	
   ‘resolving	
  Cys’	
  (CR).	
  The	
  
sole	
  monomeric	
   SecGPx	
  of	
   vertebrates	
   -­‐GPx4-­‐	
   does	
  not	
   bear	
   the	
  CR	
   residue,	
   is	
   active	
   on	
  
GSH	
  and,	
  obviously,	
  does	
  not	
  form	
  the	
  intermediate	
  intrachain	
  selenodisulfide.	
  	
  
The	
  ‘canonic	
  mechanism’	
  of	
  GPxs,	
  involving	
  a	
  CR	
  when	
  the	
  redox	
  center	
  is	
  a	
  CP	
  instead	
  of	
  a	
  
‘peroxidatic	
  Sec’	
  (UP)	
  and	
  the	
  consequent	
  use	
  of	
  Trx	
  or	
  ‘redoxins’	
  as	
  the	
  reducing	
  substrate	
  
for	
  the	
  intermediate	
  disulphide	
  (CP	
  -­‐	
  CR)	
  has	
  been	
  challenged	
  by	
  the	
  discovery	
  of	
  GPx7	
  and	
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GPx8	
   in	
   mammals.	
   These	
   are	
   two	
  monomeric	
   GPxs	
   of	
   the	
   endoplasmic	
   reticulum	
   (ER),	
  
containing	
   a	
   CP	
   but	
  missing	
   a	
   Cys	
   residue	
   –located	
   within	
   the	
   aminoacid	
   stretch	
   of	
   the	
  
alpha	
   4	
   helix	
   of	
   the	
   GPx	
   thioredoxin	
   fold-­‐	
   where	
   the	
   CR	
   residue	
   of	
   non-­‐vertebrate	
   and	
  
plants	
  GPxs	
  is	
  found.	
  	
  
Here,	
  GPx7	
  has	
  been	
  characterized	
  as	
  the	
  prototype	
  of	
  these	
  unusual	
  1CysGPx.	
  
Although	
   at	
   low	
   levels,	
   GPx7	
   is	
   widely	
   distributed	
   in	
   tissues.	
   Both,	
   its	
   NH2-­‐terminal	
  
peptide	
   and	
   the	
   C	
   terminal	
   KREDL	
   motif	
   proved	
   to	
   be	
   functional	
   to	
   ER	
   entrance	
   and	
  
retention	
  respectively.	
  Kinetic	
  studies	
  on	
  GPx7	
  have	
  been	
  carried	
  out	
  using	
  phospholipid	
  
hydroperoxides,	
  the	
  most	
  appropriate	
  for	
  monomeric	
  GPxs,	
  using	
  the	
  enzyme	
  expressed	
  in	
  
E.	
  coli,	
  fused	
  with	
  synuclein	
  to	
  overcome	
  an	
  otherwise	
  very	
  poor	
  expression.	
  From	
  steady	
  
state	
   kinetics	
   the	
   rate	
   constant	
   for	
   the	
   oxidation	
   of	
   the	
   active	
   site	
   resulted	
   rather	
   high	
  
(k+1=9.5	
   x	
   103	
   M-­‐1sec-­‐1),	
   whilst	
   the	
   rate	
   of	
   the	
   regeneration	
   of	
   the	
   catalyst	
   by	
   GSH	
  
remarkably	
   low	
   (k’+2=12.6	
   M-­‐1sec-­‐1).	
   Unexpectedly,	
   the	
   oxidized	
   active	
   site	
   is	
   instead	
  
rapidly	
  reduced	
  by	
  a	
  ‘redoxin’,	
  protein	
  disulfide	
  isomerase	
  (PDI)	
  (k’+2=3.5	
  x	
  103	
  M-­‐1sec-­‐1),	
  
but	
  not	
  by	
  Trx.	
  This	
  evidence	
  was	
  corroborated	
  by	
  the	
  affinity	
  constant	
  for	
  PDI	
  measured	
  
by	
   SPR	
   (KD=	
   5.2	
   µM).	
   Furthermore	
   the	
   presence	
   in	
   GPx7	
   of	
   a	
   Cys	
   residue	
   replacing	
   the	
  
resolving	
   function	
   of	
   the	
   CR	
   of	
   non-­‐vertebrates	
   and	
   plants	
   GPxs,	
   was	
   ruled	
   out	
   by	
  
mutagenesis.	
  Thus,	
   the	
   ‘canonical	
  mechanism’	
  by	
  which	
  in	
  GPx	
  a	
  CR	
   is	
  required	
  for	
  being	
  
reduced	
  by	
  a	
  ‘redoxin’	
  does	
  not	
  apply	
  to	
  GPx7.	
  This	
  enzyme	
  indeed	
  accepts	
  electrons	
  from	
  
a	
   ‘redoxin’	
  such	
  as	
  PDI	
  by	
  a	
  mechanism	
  involving	
   the	
  CP	
  only.	
  GPx7,	
  and	
  the	
  structurally	
  
similar	
   GPx8,	
   therefore,	
   represent	
   rare	
   exceptions	
   within	
   the	
   family	
   of	
   glutathione	
  
peroxidases,	
   for	
   being	
   1CysGPx	
   preferentially	
   reduced	
   by	
   a	
   ‘redoxin’.	
   In	
   fact	
   the	
   GPxs	
  
family	
   is	
  mostly	
   contributed	
   by	
   the	
   non-­‐vertebrates	
   ‘2CysGPx’	
   that	
   are	
   functionally	
   Trx	
  
peroxidases.	
  
	
  Although	
   these	
   data	
   frame	
   the	
   physiological	
   function	
   of	
   GPx7	
   in	
   the	
   area	
   of	
   oxidative	
  
folding	
  of	
  proteins	
  in	
  ER,	
  no	
  evidence	
  was	
  obtained	
  in	
  this	
  respect.	
  Searching	
  for	
  adaptive	
  
response	
   to	
   ER	
   stress	
   alternative	
   to	
   the	
   unfolded	
   protein	
   response	
   (UPR),	
  we	
   observed	
  
increased	
   phosphorylation	
   of	
   the	
   extracellular	
   signal	
   regulated	
   kinase	
   1-­‐2	
   (ERK	
  1-­‐2)	
   by	
  
GPx7	
   silencing	
   following	
   a	
   proliferative	
   stimulus	
   by	
   the	
   fibroblast	
   growth	
   factor	
   (FGF).	
  
These	
  data	
  finalize	
  the	
  enzymatic	
  characterization	
  of	
  GPx7	
  as	
  a	
  ‘non-­‐canonical’	
  member	
  of	
  
the	
  GPxs	
  family,	
  do	
  not	
  support	
  the	
  role	
  in	
  ER	
  stress	
  but	
  envisage	
  a	
  role	
  in	
  the	
  cross	
  talk	
  
between	
  the	
  redox	
  status	
  of	
  ER	
  and	
  growth	
  factor	
  signaling.	
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  Introduzione	
  
	
  

1.	
  I	
  radicali	
  liberi	
  dell’ossigeno	
  	
  
	
  

Durante	
   la	
   respirazione	
   cellulare	
   la	
   molecola	
   di	
   ossigeno	
   (O2),	
   che	
  

funziona	
  da	
  accettore	
   finale	
  degli	
  elettroni	
  estratti	
  ai	
   substrati	
  ossidabili,	
  

garantisce	
   una	
   combustione	
   sufficientemente	
   lenta	
   da	
   permettere	
   la	
  

conservazione	
   dell’energia.	
   Ciò	
   è	
   riconducibile	
   alla	
   sua	
   particolare	
  

configurazione	
   elettronica	
   che	
   impone	
   una	
   restrizione	
   alle	
   reazioni	
   cui	
  

partecipa	
   l’O2	
   (Figura	
   1).	
   Questa	
   molecola,	
   infatti,	
   nel	
   suo	
   stato	
  

fondamentale	
   ha	
   una	
   peculiare	
   configurazione	
   ‘tripletto’	
   in	
   cui	
   due	
  

elettroni	
  non	
  appaiati	
  e	
  con	
   lo	
  stesso	
  numero	
  quantico	
  di	
  spin	
  (paralleli)	
  

sono	
  situati	
  in	
  un	
  diverso	
  orbitale	
  di	
  anti-­‐legame	
  π*.	
  Ne	
  deriva	
  che	
  l’O2,	
  per	
  

ossidare	
  un	
  altro	
  atomo,	
  usualmente	
  di	
  carbonio,	
  accettando	
  una	
  coppia	
  di	
  

elettroni,	
  richiede	
  che	
  questo	
  possieda	
  elettroni	
  con	
  spin	
  paralleli	
  opposti.	
  

Anche	
  il	
  carbonio	
  quindi	
  dovrebbe	
  essere	
  in	
  forma	
  di	
  ‘tripletto’.	
  Il	
  carbonio	
  

ha	
   invece	
   una	
   configurazione	
   ‘singoletto’	
   con	
   gli	
   spin	
   entrambi	
   paralleli.	
  

Per	
   il	
   principio	
  di	
   esclusione	
  di	
   Pauli,	
   quindi,	
   l’interazione	
  diretta	
  O2-­‐C	
   è	
  

estremamente	
  sfavorita	
  richiedendo	
  energia	
  per	
  l’inversione	
  di	
  spin.	
  	
  

	
  

Figura	
   1	
   –	
   Struttura	
   elettronica	
   della	
  
molecola	
  di	
  Ossigeno	
  secondo	
  la	
  teoria	
  degli	
  
orbitali	
  molecolari:	
  nel	
  suo	
  stato	
  fondamentale	
  
l’ossigeno	
   molecolare	
   si	
   trova	
   in	
   una	
  
configurazione	
   ‘tripletta’	
   in	
   cui	
   i	
   due	
   elettroni	
  
esterni,	
   siti	
   ciascuno	
   nell’	
   orbitale	
   2*π	
   di	
  
antilegame,	
   presentano	
   lo	
   stesso	
   spin.	
   La	
  
somministrazione	
  di	
   energia	
  pari	
   a	
   94.3	
   kJ/mol	
  
determina	
   l’inversione	
   dello	
   spin	
   di	
   uno	
   di	
  
questi	
  elettroni	
  ed	
  il	
  passaggio	
  della	
  molecola	
  di	
  
O2	
  	
  ad	
  uno	
  stato	
  ‘singoletto’.	
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Ne	
   deriva	
   che	
   la	
   reattività	
   dell’O2	
   con	
   le	
   specie	
   non	
   radicaliche	
   del	
  

carbonio	
   sia	
   lenta,	
   e	
   che	
   la	
   restrizione	
   possa	
   essere	
   aggirata	
   quando	
  

l’ossigeno	
  accetta	
  gli	
  elettroni	
  uno	
  alla	
  volta.	
  
	
  

	
  Il	
   sito	
   attivo	
  di	
  molti	
   enzimi	
   che	
  usano	
  ossigeno	
   come	
   substrato,	
   come	
  

ossigenasi	
   e	
   ossidasi,	
   contiene	
   metalli	
   di	
   transizione	
   proprio	
   perchè	
   la	
  

capacità	
   di	
   questi	
   elementi	
   ad	
   accettare	
   e	
   donare	
   singoli	
   elettroni	
  

permette	
   di	
   superare	
   la	
   barriera	
   imposta	
   dalla	
   restrizione	
   di	
   spin	
  

(Halliwell	
   and	
  Gutteridge,	
  1984).	
   	
   In	
   tal	
  modo	
  si	
   formano	
  specie	
   reattive	
  

dell’ossigeno	
  (ROS),	
  ovvero	
  agenti	
  ossidanti	
  più	
  o	
  meno	
  forti	
  che	
  tendono	
  

a	
   raggiungere	
   una	
   configurazione	
   elettronica	
   stabile	
   estraendo	
   elettroni	
  

alle	
  altre	
  molecole	
  biologiche	
  (Figura	
  2).	
  Tra	
  questi	
  troviamo	
  radicali	
  liberi	
  

e	
  idroperossidi.	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

1.1.	
  I	
  ROS:	
  storia	
  e	
  fisiologia	
  
	
  

Lo	
   studio	
   dei	
   danni	
   da	
   ROS	
   e	
   dei	
   possibili	
   meccanismi	
   di	
   regolazione	
   e	
  

protezione	
  si	
   sviluppò	
  dopo	
   il	
  disastro	
  atomico	
  di	
  Hiroshima	
  e	
  Nagasaki,	
  

quando	
  divenne	
  ovvio	
  che	
   i	
  danni	
  da	
  radiazioni	
  dipendono	
   in	
  gran	
  parte	
  

dai	
  radicali	
  dell’ossigeno	
  generati	
  dalla	
  radiolisi	
  dell’H2O.	
  	
  

Durante	
   la	
   metà	
   del	
   1950	
   l’interesse	
   per	
   il	
   concetto	
   di	
   ‘free	
   radical	
  

scavenging’	
  nei	
  sistemi	
  biologici	
  venne	
  notevolmente	
  vivificato	
  dagli	
  studi	
  	
  

di	
   	
   Rebecca	
  Gershman	
   e	
  Daniel	
   L.	
   Gilbert	
   -­‐secondo	
   cui	
  molti	
   degli	
   effetti	
  

Figura	
   2	
   –	
   Schema	
   della	
   riduzione	
   dell’ossigeno	
   molecolare	
   e	
   produzione	
   delle	
   specie	
  
reattive	
  dell’ossigeno	
  (ROS):	
  La	
  	
  completa	
  riduzione	
  dell’O2	
  ad	
  acqua	
  (due	
  molecole	
  H2O	
  ogni	
  
quattro	
   e-­‐)	
   avviene	
   attraverso	
   trasferimenti	
   univalenti	
   di	
   elettroni	
   con	
   formazione	
   di	
  
superossido	
  (O2-­‐),	
  acqua	
  ossigenata	
  (H2O2),	
  radicale	
  idrossilico	
  (OH)	
  e	
  acqua.	
  Questi	
  intermedi	
  
sono	
   particolarmente	
   reattivi	
   e	
   per	
   questo	
   comunemente	
   denominati	
   ROS	
   (Reactive	
   Oxygen	
  
Species).	
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dannosi	
  dell’ossigeno	
  in	
  presenza	
  di	
  radiazioni	
  potevano	
  essere	
  attribuiti	
  a	
  

radicali	
  dell’ossigeno	
  (Gerschman	
  et	
  al.,	
  1954)-­‐	
  e	
  di	
  Denham	
  Harman	
  –che	
  

sosteneva	
  il	
  ruolo	
  chiave	
  dei	
  radicali	
  nell’invecchiamento	
  (Harman,	
  1956)-­‐

.	
  

Venne	
   dimostrato	
   che	
   le	
   radiazioni	
   producono,	
   tra	
   gli	
   altri,	
   	
   idrossil	
  

radicale	
   (OH),	
   una	
   specie	
   che	
   deriva	
   anche	
   dalla	
   decomposizione	
  

dell’H2O2	
   ad	
   opera	
   del	
   Fe2+	
   nella	
   reazione	
   di	
   Haber	
   e	
  Weiss	
   (Haber	
   and	
  

Weiss,	
  1934).	
  	
  L’OH è	
  il	
  forte	
  ossidante	
  generato	
  dalla	
  reazione	
  di	
  Fenton	
  

in	
  cui	
  l’H2O2	
  viene	
  ridotta	
  dal	
  superossido	
  (O2-­‐)	
  (Fenton,	
  1876)	
  (Figura	
  3).	
  

L’idrossil	
  radicale	
  è	
  una	
  specie	
  che	
  attacca	
  aspecificamente	
  qualsiasi	
   tipo	
  

di	
   sostanza,	
   sia	
   essa	
   un	
   tiolo	
   o	
   un	
   alchene,	
   una	
   sostanza	
   aromatica	
   o	
   un	
  

composto	
  poli-­‐idrossilico	
  alifatico	
  .	
  	
  

	
  
	
  

	
  
	
  

	
  

	
  

	
  

Per	
  alcuni	
  decenni	
  la	
  ricerca	
  sui	
  radicali	
  liberi	
  è	
  stata	
  il	
  dominio	
  di	
  patologi	
  

e	
   tossicologi.	
   L’interesse	
   si	
   focalizzò	
   soprattutto	
   sulla	
   perossidazione	
  

lipidica	
   associata	
   al	
   danno	
  di	
  membrana,	
   sull’alterazione	
  di	
   proteine	
   con	
  

relativa	
   perdita	
   di	
   funzione	
   oltre	
   che	
   sui	
   danni	
   al	
   DNA	
   con	
   conseguenti	
  

mutazioni,	
  e	
  quindi	
  sulla	
  carcinogenesi.	
  

Già	
  nel	
  1966	
  ,	
  dopo	
  l’iniziale	
  osservazione	
  che	
  nei	
  globuli	
  rossi	
  variazioni	
  

del	
   rapporto	
   GSH/GSSG	
   si	
   riflettevano	
   in	
   cambiamenti	
   nello	
   shunt	
   degli	
  

esosi	
   monofosfato	
   (Jacob	
   and	
   Jandl,	
   1966),	
   la	
   reattività	
   dei	
   tioli	
   con	
   i	
  

perossidi	
   era	
   discussa	
   come	
   un	
   possibile	
   meccanismo	
   molecolare	
   di	
  

regolazione	
  di	
  eventi	
  metabolici.	
  

Figura	
  3	
  –	
  Reazione	
  di	
  Haber	
  –	
  Weiss:	
  questa	
  reazione	
  prevede	
  la	
  formazione	
  del	
  radicale	
  
idrossile	
  (OH)	
  a	
  partire	
  dal	
  perossido	
  d’idrogeno	
  e	
  dall’anione	
  superossido	
  (O2-­‐).	
  Essa	
  è	
   la	
  
risultante	
  netta	
  delle	
  reazioni	
  di	
  Fenton	
  e	
  di	
  riduzione	
  di	
  uno	
  ione	
  metallico	
  (ad	
  es.	
  Fe3+)	
  ad	
  
opera	
   del	
   superossido	
   (O2-­‐).	
   Si	
   tratta	
   di	
   una	
   reazione	
   piuttosto	
   lenta	
   che,	
   nelle	
   cellule,	
  
potrebbe	
  essere	
  fonte	
  di	
  stress	
  ossidativo.	
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La	
   pietra	
   miliare	
   che	
   tracciò	
   la	
   strada	
   verso	
   la	
   comprensione	
   del	
   ruolo	
  

radicali	
   liberi	
   in	
   fisiologia	
   fu	
   la	
   scoperta	
  nel	
  1969	
  di	
  McCord	
  e	
  Fridovich	
  

della	
   superossido	
   dismutasi	
   (SOD).	
   Questo	
   enzima	
   dismuta	
  

efficientemente	
  due	
  radicali	
  O2-­‐	
  a	
  H2O2	
  e	
  O2.	
  (McCord	
  and	
  Fridovich,	
  1969).	
  

Si	
  scoprì	
  che	
  le	
  SODs,	
  enzimi	
  che	
  possono	
  contenere	
  Cu,	
  Zn,	
  Mn	
  o	
  Fe,	
  sono	
  

distribuite	
  in	
  tutto	
  il	
  regno	
  vivente,	
  dai	
  batteri	
  ai	
  mammiferi	
  (Keele	
  et	
  al.,	
  

1970;	
   Yost	
   and	
   Fridovich,	
   1973).	
   Tuttavia	
   all’epoca,	
   non	
   c’era	
   evidenza	
  

della	
   fonte	
   fisiologica	
   che	
   producesse	
   il	
   substrato	
   O2-­‐.	
   Si	
   osservò	
   che	
  

poteva	
   essere	
   prodotto	
   della	
   reazione	
   della	
   xantina	
   ossidasi,	
   una	
   forma	
  

alterata	
  della	
   xantina	
  deidrogenasi	
   che	
   in	
   condizioni	
  native	
  non	
  produce	
  
O2-­‐	
  (McCord	
  and	
  Fridovich,	
  1968).	
   	
  Fu	
  anche	
  postulato	
  che	
  la	
  reazione	
  di	
  

Haber-­‐Weiss,	
   di	
   fatto	
  non	
   fisiologica,	
   potesse	
  produrre	
  questo	
   radicale	
   o	
  

come	
  prodotto	
  di	
  processi	
  di	
  auto-­‐ossidazione	
  o	
  nei	
  microsomi	
  durante	
  il	
  

metabolismo	
  di	
  certi	
  farmaci	
  (Richter	
  et	
  al.,	
  1977).	
  	
  

Nel	
   1973	
   Bernard	
   Babior	
   e	
   collaboratori	
   per	
   primi	
   identificarono	
  

un’importante	
   fonte	
   fisiologica	
   di	
   O2-­‐,	
   i	
   granulociti	
   polimorfonucleati	
  

(PMN)	
  (Babior	
  et	
  al.,	
  1973).	
  Questi	
  ricercatori	
  ebbero	
  per	
  primi	
  l’idea	
  che	
  

la	
   produzione	
   di	
   radicali	
   da	
   parte	
   dei	
   granulociti	
   fosse	
   funzionale	
   alla	
  

distruzione	
   dei	
   batteri	
   inglobati,	
   ipotesi	
   che,	
   con	
   minime	
   correzioni,	
   si	
  

dimostrò	
   corretta	
   (Babior,	
   1999).	
   Così,	
   per	
   la	
   prima	
   volta,	
   fu	
   dimostrato	
  

che	
  un	
  radicale	
  poteva	
  fare	
  anche	
  qualcosa	
  di	
  utile	
  e,	
  in	
  particolare,	
  	
  che	
  il	
  

radicale	
   O2-­‐	
   era	
   prodotto	
   solo	
   in	
   caso	
   di	
   necessità,	
   concetto	
   che	
  

comportava	
  una	
  produzione	
   strettamente	
   regolata	
   (Babior,	
  1999;	
  Babior	
  

et	
   al.,	
   1973).	
   La	
   fonte	
  di	
   O2-­‐	
  dei	
  PMN	
  risultò	
   essere	
  una	
  NADPH	
  ossidasi	
  

(oggi	
   nota	
   come	
   Nox2),	
   un	
   flavoenzima	
   contenente	
   un	
   gruppo	
   eme	
  

usualmente	
  dormiente	
  che	
  si	
  attiva	
  dopo	
  aver	
   ‘arruolato’	
  alcune	
  proteine	
  

regolatorie,	
   fenomeno	
   che	
   a	
   sua	
   volta	
   dipende	
   da	
   una	
   fosforilazione	
  

mediata	
  da	
  uno	
  specifico	
  recettore	
  (Babior,	
  1999).	
  La	
  scoperta	
  fornì	
  le	
  basi	
  

molecolari	
   per	
   un	
   fenomeno	
   conosciuto	
   da	
   molto	
   tempo,	
   il	
   ‘respiratory	
  

burst’	
   che	
   accompagna	
   la	
   fagocitosi	
   (Baldridge	
   and	
   Gerard,	
   1933).	
  

Successivamente,	
   divenne	
   chiaro	
   che	
   la	
   NADPH	
   ossidasi,	
   in	
   azione	
  

concertata	
  con	
  SOD	
  e	
  mieloperossidasi	
  (Klebanoff,	
  1967;	
  Klebanoff,	
  1974)	
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produce	
   il	
  cocktail	
  battericida	
   indispensabile	
  per	
   la	
   funzione	
  appropriata	
  

dei	
  PMN	
  (Babior,	
  2004)	
  (Figura	
  4).	
  

	
  

Attività	
  NADPH	
  ossidasiche	
  furono	
  presto	
  scoperte	
  nei	
  macrofagi	
  (Lowrie	
  

and	
   Aber,	
   1977),	
   nelle	
   cellule	
   mesangiali	
   ed	
   endoteliali	
   (Radeke	
   et	
   al.,	
  

1990)	
  (Jones	
  et	
  al.,	
  1996),	
  nelle	
  cellule	
  della	
  tiroide	
  (Dupuy	
  et	
  al.,	
  1999)	
  e	
  

in	
  una	
  pletora	
  di	
  altri	
  tessuti	
  dove	
  sono	
  risultate	
  essere	
  associate	
  a	
  membri	
  

della	
   famiglia	
   delle	
   NADPH	
   ossidasi	
   distinti	
   dalla	
   Nox2	
   dei	
   PMN	
   (Droge,	
  

2002).	
  

Figura	
  4	
  – Possibili	
  reazioni	
  di	
  produzione	
  di	
  specie	
  ossidanti	
  nei	
  neutrofili	
  stimolati:	
  La	
  
NADPH	
  ossidasi	
  2	
  (Nox2)	
  è	
  un	
  enzima	
  presente	
  nei	
  neutrofili	
  che	
  coopera	
  con	
  altri	
  enzimi	
  nella	
  
produzione	
   di	
   specie	
   ossidanti	
   ad	
   azione	
   battericida.	
   Essa	
   forma	
   superossido	
   O2-­‐	
   a	
   partire	
  
dall’O2	
  e	
  NADPH.	
  A	
  questo	
  punto	
   il	
   superossido	
  può	
  reagire	
  con	
  NO 	
  generando	
  perossinitrito,	
  
oppure,	
  per	
  azione	
  della	
  SOD	
  (o	
  per	
  dismutazione	
  spontanea),	
  dare	
  H2O2.	
  L’H2O2,	
  a	
  sua	
  volta,	
  può	
  
trasformarsi	
   in	
   OH	
  (in	
  presenza	
  di	
   ioni	
  metallici),	
  o	
  divenire	
  substrato	
  delle	
  mieloperossidasi,	
  
enzimi	
   in	
   grado	
   di	
   produrre	
   acido	
   ipocloroso.	
   (NOS,	
   ossido	
   nitrico	
   sintasi;	
   MPO,	
  
mieloperossidasi).	
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Ovviamente	
   l’ampia	
   distribuzione	
   delle	
   Nox	
   suggerì	
   che	
   il	
   prodotto	
   O2-­‐	
  

dovesse	
  avere	
  funzioni	
  alternative	
  oltre	
  a	
  essere	
  materiale	
  di	
  partenza	
  per	
  

produzione	
  di	
  tossici	
  antimicrobici.	
  	
  

Un’altra	
  importante	
  fonte	
  di	
  O2-­‐	
  risultò	
  essere	
  la	
  catena	
  di	
  trasporto	
  degli	
  

elettroni	
  nei	
  mitocondri.	
  Durante	
  metabolismo	
  ossidativo	
  i	
  complessi	
  I,	
  II	
  e	
  

III	
   della	
   catena	
   respiratoria	
   possono	
   prematuramente	
   ridurre	
   l’ossigeno	
  

(Hamanaka	
   and	
   Chandel,	
   2010)	
   	
   formando	
   O2-­‐	
   che	
   	
   viene	
   convertito	
  	
  

praticamente	
   all’istante	
   ad	
   H2O2	
   dalle	
   SOD	
   mitocondriali	
   o	
   citosoliche.	
  

(Figura	
   5).	
   Sebbene	
   i	
   complessi	
   I	
   e	
   II	
   producano	
   O2-­‐	
   nella	
   matrice,	
   il	
  

complesso	
   III	
   sembrerebbe	
   produrre	
   O2-­‐	
   su	
   entrambi	
   i	
   lati	
   della	
  

membrana	
  mitocondriale	
  interna	
  (Muller	
  et	
  al.,	
  2004;	
  Turrens,	
  2003).	
  	
  

	
  

	
  
L’importanza	
   fisiologica	
   della	
   produzione	
   mitocondriale	
   di	
   O2-­‐	
   fu	
  

dibattuta	
   per	
   lungo	
   tempo.	
   Secondo	
   una	
   visione	
   recente	
   essa	
   non	
  

rappresenterebbe	
  un’inefficienza	
  del	
   sistema	
  di	
   trasporto	
  degli	
   elettroni,	
  

Figura	
  5	
  –	
  Catena	
  di	
  trasporto	
  degli	
  elettroni	
  e	
  formazione	
  di	
  ROS	
  :	
  I	
  complessi	
  della	
  catena	
  
respiratoria	
  I,	
  II	
  e	
  III	
  producono	
  O2-­‐.	
  L’anione	
  superossido	
  puo’	
  poi	
  essere	
  convertito	
  ad	
  H2O2	
  sia	
  
per	
  dismutazione	
  spontanea	
  che	
  ad	
  opera	
  delle	
  SOD	
  mitocondriali	
  e/o	
  citosoliche.	
  La	
  produzione	
  
di	
  ROS	
  associata	
  alla	
  catena	
  di	
  trasporto	
  degli	
  elettroni	
  è	
  nota	
  da	
  molto	
  tempo	
  ed	
  è	
  stata	
  sempre	
  
interpretata	
   come	
   un’	
   inefficienza	
   del	
   sistema	
   di	
   trasporto	
   degli	
   elettroni.	
   Recentemente	
   e’	
  
emerso	
  che	
  i	
  ROS	
  non	
  sono	
  solo	
  ‘distruttori’,	
  ma	
  potrebbero	
  avere	
  un	
  ruolo	
  nella	
  propagazione	
  
di	
  segnali	
  cellulari.	
  (Modificato	
  da	
  Hamanaka	
  and	
  Chandel,	
  2010).	
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ma	
   avrebbe	
   uno	
   specifico	
   ruolo	
   nella	
   propagazione	
   dei	
   segnali	
  

intracellulari.	
   La	
   questione	
   di	
   se	
   e	
   come	
   la	
   produzione	
   di	
   O2-­‐	
  

mitocondriale	
   sia	
   specificamente	
   regolata	
   in	
  modo	
  da	
  dettare	
   la	
   risposta	
  

fisiologica	
   finale	
   rimane	
   tuttavia	
   a	
   tutt’oggi	
   irrisolta	
   (Hamanaka	
   and	
  

Chandel,	
  2010).	
  

	
  

Hennet	
   e	
   collaboratori	
   dimostrarono	
   per	
   la	
   prima	
   volta	
   che	
   il	
   Tumor	
  

Necrosis	
  Factor	
  α	
  (TNF	
  α)	
  scatena	
  una	
  produzione	
  di	
  re	
  O2-­‐	
  mitocondriale	
  

che	
   dipende	
   dalla	
   presenza	
   di	
   ioni	
   Ca2+,	
   probabilmente	
   responsabile	
  

dell’attività	
  apoptotica	
  di	
  questa	
  citochina	
  (Hennet	
  et	
  al.,	
  1993).	
  	
  Da	
  allora	
  

la	
  produzione	
  mitocondriale	
  di	
   re	
   O2-­‐	
   	
  è	
   stata	
  molte	
  volte	
   implicata	
  nella	
  

regolazione	
  di	
  processi	
  fisiopatologici	
  rilevanti,	
  come	
  la	
  risposta	
  cellulare	
  

all’ipossia	
  o	
  alla	
  trasformazione	
  cellulare	
  (Chandel	
  et	
  al.,	
  1998)	
  (Hamanaka	
  

and	
   Chandel,	
   2010).	
   Inoltre	
   è	
   stato	
   dimostrato	
   che	
   il	
   radicale	
   NO	
   (vedi	
  

avanti)	
   funziona	
   da	
   antimicina	
   A	
   endogena	
   perché	
   blocca	
   il	
   trasporto	
   di	
  

elettroni	
   attraverso	
   il	
   complesso	
   III	
   e	
   aumenta	
   la	
   produzione	
  

mitocondriale	
  di	
  O2-­‐	
  (Poderoso	
  et	
  al.,	
  1996).	
  

	
  

Una	
   delle	
   più	
   grandi	
   acquisizioni	
   nel	
   campo	
   dei	
   radicali	
   liberi	
   fu	
   la	
  

scoperta,	
   da	
   parte	
   del	
   gruppo	
   di	
   Salvator	
   Moncada,	
   che	
   l’endothelial-­‐

derived-­‐relaxing	
   factor’	
   (EDRF),	
   il	
   fattore	
   instabile	
   fino	
   ad	
   allora	
   noto	
  

come	
   regolatore	
   del	
   tono	
   vascolare,	
   è	
   in	
   realtà	
   un	
   radicale	
   di	
   natura	
  

gassosa:	
   il	
   nitrossil	
   radicale	
   NO	
   (Palmer	
   et	
   al.,	
   1987).	
   Dopo	
   questa	
  

identificazione	
   divenne	
   chiaro	
   che	
   questo	
   radicale,	
   che	
   fino	
   a	
   quel	
  

momento	
  aveva	
  attratto	
  solo	
  l’interesse	
  dei	
  tossicologi	
  come	
  componente	
  

del	
   fumo	
   da	
   combustione,	
   esercitava	
   anche	
   una	
   funzione	
   fisiologica.	
   Si	
  

dimostrò	
  che	
  si	
  legava	
  al	
  ferro	
  eme	
  delle	
  guanilato	
  ciclasi	
  solubili	
  causando	
  

un	
   aumento	
   della	
   produzione	
   di	
   cGMP	
   e	
   conseguente	
   vasodilatazione	
   e	
  

inibizione	
  dell’aggregazione	
  piastrinica	
   (Moncada	
  et	
  al.,	
  1988).	
  Col	
   senno	
  

di	
   poi,	
   il	
   legame	
   tra	
   NO	
   e	
   pressione	
   arteriosa	
   spiegava	
   l’effetto	
  

farmacologico	
   dei	
   nitrati	
   vasoattivi	
   (Gruetter	
   et	
   al.,	
   1979).	
   La	
   reale	
  

sorpresa,	
   comunque,	
   non	
   è	
   da	
   considerarsi	
   il	
  meccanismo	
  attraverso	
   cui	
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l’NO	
   funziona,	
   ma	
   il	
   fatto	
   che	
   	
   questo	
   composto	
   radicalico	
   si	
   forma	
   in	
  

maniera	
  endogena	
  dall’arginina	
  per	
  azione	
  di	
  specifici	
  enzimi,	
  le	
  NO	
  sintasi	
  

(Calabrese	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Forstermann	
  et	
  al.,	
  1994;	
  Forstermann	
  et	
  al.,	
  1991;	
  

Moncada	
  et	
  al.,	
  188)	
  (Figura	
  6).	
  

	
  

	
  
Nonostante	
   i	
   sorprendenti	
   effetti	
   benefici	
   -­‐	
   NO	
   previene	
   la	
   trombosi,	
   è	
  

neuroprotettivo	
  (Calabrese	
  et	
  al.,	
  2007),	
  è	
  importante	
  nell’immunità	
  ecc.	
  -­‐	
  il	
  

carattere	
   radicalico	
  dell’NO	
   ha	
   contribuito	
  ad	
  aumentare	
  notevolmente	
   la	
  

complessità	
   della	
   biochimica	
   dei	
   radicali	
   liberi.	
   NO	
   può	
   reagire	
   con	
   i	
  

radicali	
   liberi	
   e	
   quindi	
   avere	
   una	
   funzione	
   antiossidante,	
   ma	
   gran	
   parte	
  

della	
   sua	
   reattività	
   è	
   legata	
   a	
   prodotti	
   non	
   certo	
   innocui	
   (Beckman	
   and	
  

Koppenol,	
  1996)	
  (Figura	
  7).	
  	
  

Figura	
   6 –Domini	
   principali	
   della	
   Ossido	
   nitrico	
   sintasi	
   (NOS)	
  di	
   mammifero:	
   Le	
   ossido	
  
nitrico	
   sintasi,	
   NOS,	
   producono	
   ossido	
   nitrico	
   e	
   citrullina	
   a	
   partire	
   da	
   L-­‐arginina,	
   NADPH	
   e	
  
ossigeno	
  molecolare.	
   L’	
   NADPH	
   fornisce	
   equivalenti	
   riducenti	
   per	
   la	
   reazione.	
   L’ossido	
   nitrico	
  
sintasi	
  NOS	
  	
  è	
  costituita	
  da	
  due	
  domini	
  enzimatici:	
  un	
  dominio	
  ossidasico	
  N-­‐terminale,	
  che	
  ha	
  un	
  
gruppo	
   eme	
   direttamente	
   implicato	
   nell’ossidazone	
   dell’arginina,	
   e	
   un	
   dominio	
   reduttasico	
   C-­‐
terminale,	
  che	
  fornisce	
  elettroni	
  al	
  dominio	
  ossidasico.	
  Tra	
  i	
  due	
  domini	
  è	
  presente	
  una	
  sequenza	
  
regolatoria	
   che	
   lega	
   il	
   complesso	
   Ca-­‐calmodulina	
   determinandone	
   l’attivazione.	
   L’attività	
   di	
  
questo	
   enzima	
   dipende	
   da	
   numerosi	
   cofattori	
   responsabili	
   del	
   trasferimento	
   degli	
   elettroni	
  
necessari	
   per	
   produrre	
   NO:	
   l’eme	
   e	
   la	
   tetraidrobiopterina	
   (TBH)	
   sono	
   legati	
   al	
   dominio	
  
ossidasico,	
   mentre	
   il	
   flavin	
   adenine	
   dinucleotide	
   (FAD),	
   il	
   flavin	
   mononucleotide	
   (FMN)	
   e	
   il	
  
NADPH	
   al	
   dominio	
   reduttasico.	
   La	
   Ca2+	
   calmodulina	
   e	
   la	
   fosforilazione	
   regolano	
   in	
   modo	
  
indipendente	
  l’attività	
  di	
  NOS.	
  	
  



	
   10	
  

	
  

Presto	
   divenne	
   chiaro	
   che	
   NO	
   reagisce	
   con	
   O2-­‐	
   formando	
   perossinitrito	
  

(ONOO-­‐)	
  con	
  una	
  costante	
  di	
  velocità	
  di	
  1010	
  M-­‐1	
  sec-­‐1,	
  una	
  reazione	
  quindi	
  

praticamente	
  limitata	
  solo	
  dalla	
  sola	
  diffusibilità	
  dei	
  substrati	
  (Nausser	
  and	
  

Koppenol,	
  2002).	
  ONOO-­‐	
  si	
  rivelò	
  un	
  altro	
  ossidante	
  forte,	
  capace	
  di	
  reagire,	
  

tra	
   l’altro	
   con	
   i	
   tioli	
   (Radi	
   et	
   al.,	
   1991).	
   NO	
   può	
   anche	
   addizionare	
   O2	
   ,	
  

formando	
   composti	
   ossidanti	
   (NO
x)	
   che	
   hanno	
   il	
   potenziale	
   di	
   nitrare	
   i	
  

residui	
  di	
   tirosina	
  nelle	
  proteine	
  (Rubbo	
  and	
  Radi,	
  2001).	
  La	
  nitrazione	
  di	
  

residui	
   di	
   tirosina	
   può	
   anche	
   essere	
   ottenuta	
   dal	
   ONOO-­‐,	
   in	
   presenza	
   di	
  

metalli	
  di	
  transizione	
  (Spear	
  et	
  al.,	
  1997).	
  Un’altra	
  serie	
  di	
  prodotti	
  dell’NO	
  

Figura	
  7	
  -­‐	
  Schema	
  delle	
  reazioni	
  chimiche	
  e	
  degli	
  effetti	
  biologici	
  dell’ossido	
  nitrico	
   :	
  Accanto	
  
all’interazione	
   con	
   l’eme	
   della	
   guanilato	
   ciclasi	
   solubile,	
   responsabile	
   dei	
   suoi	
   effetti	
  
miorilassanti,	
  l’NO	
  presenta	
  una	
  reattività	
  estremamente	
  varia:	
  può	
  funzionare	
  da	
  antiossidante,	
  
reagire	
   molto	
   velocemente	
   con	
   l’anione	
   superossido	
   o	
   con	
   l’ossigeno	
   molecolare	
   per	
   dare	
  
rispettivamente	
  perossinitrito	
  o	
  NO

x,	
   	
  composti	
  ossidanti	
  in	
  grado	
  di	
  reagire	
  con	
  altre	
  molecole	
  
organiche	
   e	
   di	
   addizionare	
   NO2	
   a	
   composti	
   aromatici	
   (nitrazioni)	
   come	
   la	
   tirosina.	
   L’NO+,	
  
prodotto	
   di	
   ossidazione	
   di	
   NO,	
   è	
   in	
   grado	
   di	
   dare	
   S-­‐nitrosilazione,	
   una	
   modificazione	
   post	
  
traduzionale	
  delle	
   proteine	
   che	
   comporta	
   il	
   legame	
  di	
   un	
  gruppo	
  NO	
  ad	
  un	
   residuo	
  di	
  cisteina,	
  
una	
  modificazione	
  specifica	
  e	
  reversibile.	
  La	
  riduzione	
  ad	
  un	
  elettrone	
  comporta	
  la	
  formazione	
  di	
  
NO-­‐	
   e	
   quindi	
   il	
   catabolismo	
   dell’NO.	
  Modif.	
   da	
  H.	
   Rubbo	
  &	
  R.	
   Radi	
   In	
  Handbook	
   of	
  Antioxidants	
  
Cadenas	
  &	
  Packer,	
  Eds.,	
  pp.	
  689-­‐707	
  (2001).	
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sono	
  i	
  nitrosotioli,	
  il	
  risultato	
  dell’interazione	
  del	
  prodotto	
  di	
  ossidazione	
  di	
  

NO	
  (NO+)	
  con	
  un	
  tiolo	
  (Rubbo	
  and	
  Radi,	
  2001).	
  
 

Molti	
  dei	
  prodotti	
  secondari	
  dell’	
  NO	
  sopra	
  menzionati	
  sono	
  stati	
  implicati	
  

nella	
   trasduzione	
   del	
   segnale	
   (Spear	
   et	
   al.,	
   1997).	
   Tuttavia	
  NOx	
   e	
  ONOO-­‐	
  

hanno	
   un	
   considerevole	
   potenziale	
   tossico	
   e	
   possono	
   essere	
   alla	
   base	
   di	
  

fenomeni	
  patologici	
  che	
  si	
   instaurano	
  qualora	
  venga	
  prodotto	
  un	
  eccesso	
  

di	
  NO.	
  	
  

Quindi,	
  in	
  analogia	
  a	
  re	
  O2-­‐,	
  NO	
  svolge	
  ruoli	
  fisiologici	
  essenziali,	
  ma	
  il	
  suo	
  

eccesso	
  è	
  dannoso.	
  	
  

Inoltre,	
   la	
   reattività	
   del	
   NO	
   con	
   l’	
   O2-­‐,	
   con	
   conseguente	
   formazione	
   di	
  
ONOO-­‐,	
   comporta	
   un	
   chiaro	
   potenziale	
   di	
   danno	
   che	
   deriva	
   dalla	
   loro	
  

simultanea	
   produzione,	
   come	
   nella	
   adult	
   respiratory	
   distress	
   syndrome	
  

(ARDS)	
  (Baldus	
  et	
  al.,	
  2001),	
  nella	
  sindrome	
  da	
  riperfusione	
  (Sittipunt	
  et	
  

al.,	
  2001)	
  o	
  in	
  condizioni	
  relate	
  all’infiammazione	
  	
  (Figura	
  4).	
  	
  

In	
   realtà	
   il	
   NO	
   e	
   l’O2-­‐	
   rappresentano	
   radicali	
   liberi	
   naturali	
   non	
  

responsabili	
   direttamente	
   del	
   danno	
   tissutale	
   che	
   caratterizza	
   lo	
   stress	
  

ossidativo.	
   Infatti,	
   l’abbondanza	
   di	
   superossido	
   dismutasi	
   nei	
   tessuti	
  

garantisce	
  che	
  l’O2-­‐	
  sia	
  istantaneamente	
  dismutato	
  ad	
  H2O2,	
  un	
  ossidante	
  

non	
   radicalico	
  meno	
   reattivo.	
   In	
   condizioni	
   patologiche,	
   tuttavia,	
   l’	
   H2O2	
  

viene	
   usata	
   dalle	
   eme	
   perossidasi	
   dei	
   leucociti	
   per	
   produrre	
   acido	
  

ipocloroso	
  e	
  altri	
  composti	
  reattivi	
  o,	
  attraverso	
  la	
  chimica	
  di	
  Fenton,	
  OH	
  

(Hampton	
  et	
  al.,	
  1998)	
  (Figura	
  4)	
  .	
  	
  

Analogamente,	
   il	
  ONOO-­‐,	
   che	
  è	
  di	
  per	
   se	
  più	
   reattivo	
  dell’H2O2,	
  può	
  venir	
  

trasformato	
  in	
  specie	
  ancora	
  più	
  aggressive.	
  	
  	
  

Ad	
   oggi	
   non	
   sono	
   stati	
   scoperti	
   enzimi	
   che	
   possano	
   detossificare	
  

direttamente	
   OH,	
   RO,	
   ossigeno	
   singoletto	
   o	
   l’acido	
   ipocloroso.	
  

Ovviamente	
   la	
   natura	
   è	
   stata	
   sufficientemente	
   accorta	
   da	
   non	
   occuparsi	
  

del	
  problema:	
  è	
  semplicemente	
  impossibile	
  competere	
  per	
  la	
  reattività	
  di	
  

queste	
   specie	
   con	
   le	
   macromolecole,	
   essendo	
   essa	
   limitata	
   dalla	
   sola	
  

diffusibilità.	
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Di	
   fatto,	
   quindi,	
   le	
   reazioni	
   radicaliche	
   pericolose	
   sono	
   realtà	
   e,	
   ad	
  

esempio,	
   sono	
   utilizzate	
   dagli	
   organismi	
   superiori	
   per	
   combattere	
   i	
  

patogeni.	
   Ne	
   deriva	
   che	
   l’autoprotezione	
   da	
   parte	
   delle	
   cellule	
   sia	
  

obbligatoria	
  e,	
  nei	
  sistemi	
  biologici,	
  questa	
  è	
  stata	
  ottenuta	
  essenzialmente	
  

prevenendo	
   la	
   formazione	
   di	
   radicali	
   dagli	
   idroperossidi	
   o	
   dal	
  

perossinitrito.	
  Gli	
  enzimi	
  implicati	
  in	
  questo	
  processo	
  di	
  difesa	
  funzionano	
  

attraverso	
   la	
   chimica	
   del	
   selenio	
   (Se)	
   o	
   dello	
   zolfo	
   (S)	
   e,	
   nei	
  mammiferi,	
  

appartengono	
  a	
  due	
  distinte	
   famiglie	
  di	
  proteine:	
   le	
  glutation	
  perossidasi	
  

(GPxs)	
   e	
   le	
   perossiredossine	
   (Prxs).	
   Entrambe	
   agiscono	
   sull’H2O2	
   e	
   sul	
  

perossinitrito	
  e	
  	
  su	
  un	
  ampio	
  spettro	
  di	
  idroperossidi	
  alchilici	
  (ROOH)	
  che	
  

comprende	
  i	
  prodotti	
  delle	
  lipo-­‐ossigenasi	
  e	
  della	
  perossidazione	
  lipidica.	
  

	
  

2.	
  Le	
  Glutation	
  perossidasi	
  
	
  

2.1.	
  Storia	
  
	
  

La	
  prima	
  GPx,	
  oggi	
  conosciuta	
  come	
  GPx	
  citosolica	
  o	
  GPx-­‐1,	
  venne	
  scoperta	
  

nel	
   1957	
   da	
   Gordon	
   C.	
   Mills	
   come	
   un	
   enzima	
   che,	
   nei	
   globuli	
   rossi,	
  

preveniva	
   la	
   distruzione	
   ossidativa	
   dell’emoglobina	
   catalizzado	
   la	
  

riduzione	
  dell’	
  H2O2	
  a	
  spese	
  di	
  glutatione	
  (GSH).	
  (Eq.	
  1.1):	
  

	
  

2GSH	
  +	
  H2O2	
  	
  GSSG	
  +	
  2	
  H2O	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  (1.1)	
  

	
  

L’enzima	
   è	
   tetramerico	
   e	
   non	
   contiene	
   eme:	
   a	
   quell’epoca	
   l’osservazione	
  

era	
   sorprendente	
  dal	
  momento	
  che	
  erano	
  note	
   solo	
   le	
  eme	
  perossidasi	
  e	
  

l’eme	
   era	
   quindi	
   considerato	
   il	
   gruppo	
   prostetico	
   obbligatorio	
   delle	
  

perossidasi	
  (Mills,	
  1957).	
  	
  

L’interesse	
   per	
   il	
   nuovo	
   enzima	
   rimase	
   praticamente	
   silente	
   per	
   una	
  

decina	
  di	
   anni,	
   fino	
   al	
   1973	
  quando	
  venne	
   identificato	
   il	
   selenio	
   (Se)	
  nel	
  

suo	
  sito	
  catalitico	
  (Flohe	
  et	
  al.,	
  1973;	
  Rotruck	
  et	
  al.,	
  1973).	
  

La	
  GPx-­‐1	
  rimase	
  la	
  sola	
  glutation	
  perossidasi	
  nota	
  fino	
  al	
  1982,	
  quando,	
  nel	
  

laboratorio	
   dell’allora	
   Istituto	
   di	
   Chimica	
   Biologica	
   dell’Università	
   di	
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Padova,	
  oggi	
  parte	
  del	
  Dipartimento	
  di	
  Medicina	
  Molecolare	
  -­‐dove	
  è	
  stata	
  

prodotta	
  questa	
  tesi-­‐	
  venne	
  descritta	
  una	
  nuova	
  GPx	
  monomerica.	
  Questa,	
  

differentemente	
   dalla	
   GPx-­‐1,	
   venne	
   fin	
   dall’inizio	
   apprezzata	
   per	
   la	
   sua	
  

capacità	
   di	
   inibire	
   la	
   perossidazione	
   lipidica	
   e	
   fu	
   inizialmente	
   chiamata	
  

‘peroxidation	
   inhibiting	
   protein’	
   (PIP)	
   (Ursini	
   et	
   al.,	
   1982).	
   In	
   seguito	
  

venne	
   riconosciuto	
   che	
   questa	
   proprietà	
   era	
   dovuta	
   alla	
   sua	
   capacità	
   di	
  

ridurre	
   gli	
   idroperossidi	
   dei	
   fosfolipidi	
   (PLOOH)	
   a	
   spese	
   di	
   glutatione	
  

(GSH)	
   e	
   fu	
   così	
   rinominata	
   	
   ‘phospholipid	
   hydroperoxide	
   glutathione	
  

peroxidase’	
  (PHGPx)	
  (Maiorino	
  et	
  al.,	
  1986;	
  Ursini	
  et	
  al.,	
  1985).	
  Tuttavia	
  la	
  

comunità	
  scientifica	
  riconobbe	
  la	
  PHGPx	
  come	
  nuova	
  glutation	
  perossidasi	
  

solo	
   nel	
   1991,	
   quando	
   l’elucidazione	
   della	
   sua	
   struttura	
   primaria	
   indicò	
  

che	
   si	
   trattava	
   di	
   una	
   nuova	
   selenoperossidasi,	
   scarsamente	
   relata	
   alla	
  

GPx-­‐1,	
  di	
  cui	
  però	
  tipicamente	
  conservava	
  alcune	
  anse	
  che	
  costituivano	
  il	
  

sito	
   attivo.	
   (Figura	
   8)	
   (Schuckelt	
   et	
   al.,	
   1991).	
   La	
   PHGPx	
   è	
   oggi	
  

sistematicamente	
   identificata	
   come	
   GPx-­‐4:	
   nel	
   frattempo,	
   infatti,	
   altri	
  

omologhi	
  delle	
  GPxs	
  sono	
  stati	
  descritti	
  nei	
  mammiferi.	
  	
  
 

	
  

A	
   oggi	
   la	
   lista	
   delle	
   GPxs	
   di	
   mammifero	
   è	
   cresciuta	
   fino	
   a	
   contenere	
   8	
  

prodotti	
   genici	
   distinti.	
   In	
   maggioranza	
   contengono	
   selenocisteina	
  

(SecGPxs)	
  e	
  spesso	
  coesistono	
  nei	
  diversi	
  tipi	
  cellulari	
  (GPx-­‐1,	
  GPx-­‐2,	
  GPx-­‐

Figura	
  8	
   -­‐Allineamento	
  multiplo	
  delle	
   sequenze	
  di	
  GPx-­‐4	
  e	
  GPx-­‐1	
  umane:	
   In	
  verde	
  sono	
  
evidenziati	
   gli	
   aminoacidi	
   	
   componenti	
   la	
   tetrade	
   catalitica,	
   l’asterisco	
   *	
   contrassegna	
   gli	
  
aminoacidi	
   immutati	
   nelle	
   due	
   sequenze,	
   mentre	
   i	
   due	
   punti	
   :	
   quelli	
   che	
   comunque	
   hanno	
  
proprietà	
   molto	
   simili	
   tra	
   loro.	
   Si	
   può	
   notare	
   come	
   l’intorno	
   dei	
   residui	
   costituenti	
   il	
   sito	
  
catalitico	
  sia	
  conservatio	
  nelle	
  due	
  sequenze,	
  così	
  come	
   in	
   tutte	
   sequenze	
  della	
   famiglia	
   delle	
  
GPxs	
  (inclusi	
  i	
  membri	
  contenenti	
  Cys).	
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4,	
   GPx-­‐6	
   che,	
   invero,	
   è	
   espressa	
   soprattutto	
   nell’embrione	
   e	
   nell’epitelio	
  

olfattorio).	
  Una	
  di	
  queste,	
  la	
  GPx-­‐3,	
  è	
  extracellulare.	
  	
  

Nelle	
   rimanenti	
   varianti	
   la	
   Sec	
   al	
   sito	
   attivo	
   è	
   sostituita	
   da	
   una	
   Cys	
  

(CysGPxs)	
  (GPx-­‐5,	
  GPx-­‐6	
  in	
  alcune	
  specie,	
  GPx-­‐7	
  e	
  GPx-­‐8).	
  Di	
  queste	
  solo	
  la	
  

GPx-­‐4,	
  GPx-­‐7	
  e	
  GPx-­‐8	
  hanno	
  natura	
  monomerica,	
  mentre	
  tutte	
  le	
  altre	
  sono	
  

tetrameri	
  (Toppo	
  et	
  al.,	
  2008).	
  	
  

Il	
   miglioramento	
   delle	
   tecniche	
   di	
   sequenziamento,	
   combinato	
   alla	
  

bioinformatica,	
   ha	
   permesso	
   l’accumulo	
   di	
   database	
   genomici	
   e	
   quindi	
  

l’analisi	
  di	
  proteine	
  omologhe	
  provenienti	
  da	
  gruppi	
   tassonomici	
  diversi.	
  

Da	
  questi	
  studi	
  emerge	
  che	
  le	
  SecGPx	
  sono	
  solo	
  una	
  minoranza	
  di	
  proteine	
  

che	
   si	
   trova,	
   oltre	
   che	
   nei	
   mammiferi,	
   nei	
   vertebrati	
   non-­‐mammiferi	
   e,	
  

sporadicamente,	
   in	
   alcuni	
   invertebrati	
   come	
   trematodi,	
   nei	
   protisti	
   e	
   in	
  

alcuni	
   batteri.	
   Invero,	
   la	
   maggioranza	
   delle	
   glutation	
   perossidasi	
   è	
  

costituita	
   da	
   CysGPx	
   monomeriche	
   che	
   si	
   ritrovano	
   in	
   tutto	
   il	
   resto	
   del	
  

mondo	
  vivente:	
  piante,	
  insetti,	
  batteri,	
  funghi	
  e	
  protozoi. 
	
  

	
  

Figura	
  9-­‐	
  Schema	
  della	
  struttura	
  della	
  sequenza	
  delle	
  GPxs.	
  Tutte	
  le	
  GPxs	
  conservano	
  i	
  residui	
  
costituenti	
   la	
   tetrade	
   catalitica:	
   la	
   Sec	
   (Cys)	
   perossidasica,	
   la	
   glutammina,	
   il	
   triptofano	
   e	
  
l’asparagina.	
  Nei	
  vertebrati	
  coesistono	
  Sec-­‐GPxs	
  e	
  Cys-­‐GPxs	
  e	
  vi	
  sono	
  sia	
  omologhi	
  tetramerici	
  che	
  
monomerici	
   (le	
   GPx4,	
   7,	
   8	
   che	
   mancano	
   dell’interfaccia	
   di	
   oligomerizzazione	
   e	
   sono	
   pertanto	
  
monomeriche).	
   Le	
   GPx7	
   e	
   8	
   presentano	
   un	
   peptide	
   segnale	
   N-­‐terminale,	
   tipico	
   delle	
   proteine	
  
secretorie,	
  ed	
  un	
  motivo	
  C-­‐terminale	
  omologo	
  a	
  quello	
  delle	
  proteine	
  residenti	
  nel	
  ER.	
  Le	
  GPx	
  dei	
  
non-­‐vertebrati,invece,	
  sono	
  2Cys-­‐GPx	
  monomeriche	
  che,	
  oltre	
  alla	
  cisteina	
  catalitica	
  possiedono	
  un	
  
secondo	
  residuo	
  di	
  Cys	
  che	
  funge	
  da	
  ‘resolving’	
  durante	
  la	
  catalisi	
  ed	
  è	
  la	
  chiave	
  della	
  reattività	
  con	
  
la	
  tioredossina.	
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Queste	
  CysGPx,	
  oltre	
  alla	
  cisteina	
  che	
  reagisce	
  direttamente	
  con	
  il	
  perossido	
  

(detta	
   anche	
   perossidasica	
   CP),	
   contengono	
   un	
   secondo	
   residuo	
   di	
   cisteina	
  

non	
   perfettamente	
   allineato	
   che	
   funziona	
   da	
   ‘resolving	
   Cys’	
   (CR)	
   e	
  

rappresenta	
   un	
   secondo	
   centro	
   di	
   ossidoriduzione	
   di	
   queste	
   proteine,	
   in	
  

questa	
  tesi	
  denominate	
  2CysGPx	
  (Figura	
  9).	
  	
  

La	
   CR	
   conferisce	
   alle	
   2CysGPx	
   specificita’	
   per	
   le	
   redossine	
   come	
   substrato	
  

riducente	
   (vedi	
   avanti).	
   Pertanto	
   il	
   termine	
   storico	
   ‘glutation	
   perossidasi’,	
  

descrivendo	
  funzionalmente	
  solo	
  un	
  piccolo	
  numero	
  di	
  proteine,	
  risulta	
  oggi	
  

inadeguato	
   a	
   descrivere	
   le	
   GPx	
   di	
   tutto	
   il	
   regno	
   vivente	
   (Maiorino	
   et	
   al.,	
  

2007;	
  Toppo	
  et	
  al.,	
  2009).	
  	
  

	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  

2.2.	
  Catalisi	
  	
  
	
  

Per	
  apprezzare	
  il	
  ruolo	
  catalitico	
  delle	
  GPxs	
  deve	
  essere	
  chiarito	
  che	
  i	
  tioli	
  

indissociati	
  non	
  reagiscono	
  affatto	
  con	
   i	
  perossidi,	
  e	
  pertanto	
   l’equazione	
  

1.1	
  non	
  descrive	
   la	
   reazione	
  non	
  catalizzata:	
   	
   la	
  dissociazione	
  del	
   tiolo	
  è,	
  

infatti,	
  un	
  prerequisito	
  indispensabile	
  per	
  l’ossidazione	
  mediata	
  dai	
  ROOH.	
  

Altra	
   osservazione	
   importante	
   è	
   che	
   nella	
   reazione	
   non	
   catalizzata	
   il	
  

prodotto	
  non	
  è	
  un	
  disolfuro	
  ma	
  un	
  derivato	
  dell’acido	
  sulfenico:	
  

	
  

GS-­‐	
  +	
  H2O2	
  	
  	
  GSOH	
  +	
  OH-­‐	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  (1.2)	
  	
  

	
  	
  

Quest’ultimo,	
   che	
  possiede	
  un	
  pKa	
  attorno	
  a	
  5	
   (Claiborne	
  et	
   al.,	
   1993),	
   si	
  

dissocia	
  a	
  pH	
  fisiologico	
  e	
  forma	
  così	
  un	
  disolfuro	
  con	
  un’altra	
  molecola	
  di	
  

GSH,	
  secondo	
  la	
  reazione	
  (1.3):	
  

	
  

GSO-­‐	
  +	
  H+	
  +	
  GSH	
  	
  GSSG	
  +	
  H2O	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  (1.3)	
  

	
  

Questo	
   implica	
   che	
   l’ossidazione	
   spontanea	
   di	
   un	
   tiolo	
   da	
   parte	
   di	
   un	
  

idroperossido	
  dipenda	
  dal	
  valore	
  di	
  pKa	
  del	
  tiolo	
  (Flohe	
  et	
  al.,	
  1971).	
  	
  

Il	
  tiolo	
  del	
  GSH,	
  principale	
  riducente	
  intracellulare,	
  ha	
  un	
  valore	
  di	
  pKa	
  di	
  

oltre	
   9	
   e	
   sembrerebbe	
   essere	
   stato	
   specificamente	
   selezionato	
   per	
   non	
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essere	
  spontaneamente	
  ossidato	
  (Dominici	
  et	
  al.,	
  2003).	
   	
  L’anione	
  tiolato,	
  

infatti,	
  è	
  la	
  forma	
  che	
  meglio	
  permette	
  l’ossidazione	
  da	
  parte	
  dell’ossigeno	
  

molecolare	
   con	
   formazione	
   di	
   O2-­‐	
   e	
   del	
   radicale	
   tiile	
   (eq.	
   1.4)	
   la	
   cui	
  

produzione	
  è,	
  per	
  motivi	
  ovvi,	
  fisiologicamente	
  non	
  desiderabile:	
  

	
  

GS-­‐	
  +	
  O2	
  O2-­‐	
  +	
  GS	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  (1.4)	
  

	
  

Questi	
   prodotti	
   sono	
   comunemente	
   osservati	
   durante	
   l’ossidazione	
   della	
  

cisteina	
   e	
   della	
   cisteammina	
   che	
   possiedono,	
   in	
   paragone,	
   un	
   più	
   basso	
  

valore	
  di	
  pKa	
  	
   sia	
  rispetto	
  al	
  GSH	
  che	
  ai	
   	
   selenoli,	
   i	
  quali,	
  a	
  pH	
   fisiologico,	
  

sono	
  in	
  pratica	
  completamente	
  dissociati	
  (Spallholz,	
  1994).	
  

Per	
   accelerare	
   la	
   reazione	
   perossidasica	
   le	
   GPxs	
   hanno	
   evoluto	
   un	
  

meccanismo	
   intelligente,	
   che	
   permette	
   il	
   superamento	
   della	
   meno	
  

favorevole	
   interazione	
   diretta	
   del	
   GSH	
   o	
   del	
   GS-­‐	
   con	
   l’idroperossido	
  

(ROOH).	
  Infatti	
  è	
   l’enzima	
  che	
  viene	
  ossidato	
  dall’ROOH	
  e	
  non	
  il	
  GSH.	
  Ciò	
  

avviene	
  a	
  livello	
  del	
  centro	
  catalitico	
  dell’enzima,	
  che	
  contiene	
  selenio	
  (Se)	
  

in	
  forma	
  di	
  selenocisteina	
  (Sec)	
  in	
  analogia	
  all’equazione	
  1.2	
  (Eq.	
  1.5)	
  

	
  

GPx-­‐Se-­‐	
  +	
  H2O2	
  	
  GPx-­‐SeOH	
  +	
  OH-­‐………………	
  …………………………………………………………….(1.5)	
  

	
  

Nelle	
   GPxs	
   questa	
   reazione	
   procede	
   con	
   una	
   costante	
   di	
   velocità	
  

dell’ordine	
  di	
  108	
  M-­‐1	
  sec-­‐1	
  .	
  Quando	
  il	
  residuo	
  di	
  Sec	
  è	
  sostituito	
  dalla	
  Cys,	
  

come	
   nelle	
   2CysGPx	
   	
   degli	
   invertebrati	
   e	
   delle	
   piante	
   (vedi	
   sopra),	
   la	
  

costante	
  di	
  velocità	
  ottenuta	
  è	
  >	
  di	
  106	
  M-­‐1	
  sec-­‐1	
  (Toppo	
  et	
  al.,	
  2009).	
  Questi	
  

valori	
   sono	
   nettamente	
   superiori	
   a	
   quelli	
   delle	
   reazioni	
   non	
   catalizzate.	
  

Infatti,	
   le	
   costanti	
   di	
   velocità	
   della	
   reazione	
   bimolecolare	
   di	
   ossidazione	
  

dei	
   tioli	
  a	
  basso	
  peso	
  molecolare	
  (come	
  della	
  cisteina	
  o	
  della	
  cisteamina)	
  

con	
   idroperossido	
  non	
  eccedono	
   il	
   valore	
  di	
   30	
  M-­‐1	
   sec-­‐1	
   ,	
   anche	
  quando	
  

estrapolate	
   per	
   la	
   completa	
   deprotonazione	
   del	
   tiolo	
   (Winterbourn	
   and	
  

Metodiewa,	
  1999).	
  

	
  



	
   17	
  

La	
  differenza,	
  in	
  termini	
  di	
  costanti	
  cinetiche,	
  tra	
  la	
  reazione	
  catalizzata	
  e	
  

non	
   catalizzata	
   rivela	
   che	
   le	
   GPxs	
   sono	
   invenzioni	
   brillanti	
   in	
   cui	
   il	
  

microambiente	
  del	
  calcogeno	
  perossidasico	
  aumenta	
  drammaticamente	
  la	
  

sua	
   stessa	
   reattività.	
   Come	
   questo	
   venga	
   ottenuto	
   è	
   a	
   tutt’oggi	
   ancora	
  

materia	
  di	
  speculazione.	
  A	
  titolo	
  di	
  prova	
  è	
  stato	
  assunto	
  che	
  il	
  sito	
  attivo	
  

debba	
  adempiere	
  alle	
  seguenti	
  funzioni:	
  i)	
  dissociare	
  il	
  sito	
  attivo	
  (seleno)	
  

cisteina;	
   II)	
   polarizzare	
   l’ROOH	
   substrato	
   III)	
   donare	
   un	
   protone	
   per	
  

formare	
  un	
  ROH	
  come	
  un	
  buon	
  gruppo	
  uscente	
  (Toppo	
  et	
  al.,	
  2009)(Figura	
  

10).	
  

	
  

	
  	
  

Le	
   strutture	
   ai	
   raggi	
   X	
   delle	
   GPxs	
   rivelano	
   un	
   sito	
   attivo	
   altamente	
  

conservato	
   in	
   tutti	
   i	
   membri	
   della	
   famiglia;	
   inoltre,	
   gli	
   esperimenti	
   di	
  

mutagenesi	
   sito-­‐specifica	
   hanno	
   sottolineato	
   l’importanza	
   funzionale	
   dei	
  

residui	
  di	
  Trp,	
  Asn,	
   e	
  Gln	
  nell’ambiente	
  della	
   (seleno)cisteina	
   (Tosatto	
  et	
  

al.,	
  2008).	
  	
  

	
  

Nelle	
  SecGPxs,	
   l’enzima	
  viene	
  rigenerato	
  nel	
  suo	
  stato	
  fondamentale	
  GPx-­‐

Se-­‐	
  da	
  due	
  consecutive	
  reazioni	
  con	
   il	
  GSH	
  (eq.	
  1.6	
  e	
  1.7),	
   che	
  procedono	
  

Figura	
   10-­‐	
   Rapresentazione	
  
schematica	
  dell‘intorno	
  della	
  
Selenocistina	
   (cisteina)	
  
catalitica	
   nelle	
   glutation	
  
perossidasi:	
   Il	
   residuo	
  
catalitlitico	
   Up	
   (Cp)	
   è	
   qui	
  
mostrato	
  nella	
  forma	
  dissociata	
  
S(e)-­‐+H+.	
   Il	
   sito	
   attivo	
   nelle	
  
GPxs	
   è	
   conservato	
   e	
   questo	
  
garantisce	
   le	
   caratteristiche	
  
necessarie	
   per	
   la	
   catalisi:	
   La	
  
polarizzazione	
   del	
   legame	
   O-­‐O	
  
del	
   perossido	
   da	
   parte	
   del	
  
triptofano	
   e	
   della	
   glutammina,	
  
che	
   consente	
   l‘attacco	
  
nucleofilo	
   del	
   S(e)-­‐	
  
sull‘ossigeno	
   depauperato	
   di	
  
elettroni,	
   e	
   la	
   donazione	
   di	
   un	
  
protone,	
   che	
   permette	
   la	
  
formazione	
  di	
   un	
   buon	
   gruppo	
  
uscente,	
  l’	
  ROH.	
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globalmente	
  con	
  una	
  costante	
  di	
  velocità	
  apparente	
  attorno	
  a	
  105	
  M-­‐1	
  sec-­‐1.	
  

Il	
   primo	
   passaggio	
   riduttivo	
   è	
   analogo	
   all’Eq.	
   1.3,	
   il	
   secondo	
   analogo	
   a	
  

quello	
  di	
  uno	
  scambio	
  reversibile	
  tiolo/disolfuro.	
  	
  

	
  

GPx-­‐SeO-­‐+	
  GSH	
  	
  GPx-­‐Se-­‐SG	
  +	
  OH-­‐	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  (1.6)	
  

	
  

GPx-­‐Se-­‐SG	
  +	
  GSH	
  	
  GPx-­‐Se-­‐	
  +	
  GSSG	
  +	
  H+	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  (1.7)	
  

	
  

Quindi	
  l’essenza	
  della	
  catalisi	
  delle	
  SecGPxs	
  è	
  rendere	
  possibile	
  la	
  reazione	
  

rappresentata	
  nell’eq.	
  1.1	
  senza	
  necessità	
  di	
  generare	
   la	
   forma	
  dissociata	
  

del	
  GSH	
  (Figura	
  11).	
  

	
  

	
  

Inoltre	
   il	
   sito	
   attivo	
   deprotonato	
   della	
   selenocisteina	
   (o	
   cisteina)	
   è	
  

evidentemente	
  protetto	
  nella	
  micro	
  architettura	
  del	
  sito	
  attivo	
  in	
  modo	
  da	
  

prevenire	
   transizioni	
   ad	
  un	
  elettrone.	
   Il	
   risultato	
   è	
  una	
   riduzione	
   ‘pulita’	
  

Figura	
  11	
  –	
  Meccanismo catalitico a ping pong proposto per le Selenoperossidasi: La 
reazione catalizzata dalle selenoperossidasi è di tipo ping pong, questo implica che non vi 
sia la formazione di un complesso ternario, ma che la selenocisteina dell’enzima reagisca 
con il primo substrato (ROOH) ossidandosi a derivato dell’acido selenenico (R-SeO-). A 
questo primo passaggio ossidativo ne segue uno riduttivo in cui due molecule di GSH 
reagiscono consecutivamente con l’enzima ossidato che, passando attraverso un 
intermedio disolfuro misto GPx-Se-SG, viene così riportato nella sua forma ridotta. k +1 e 
k’+2 sono le costanti cinetiche di secondo ordine rispttivamente per l’ossidazione e la 
riduzione dell’enzima (k’+2 = k +2,+ k+3). 

GPx-­‐
Se-­‐	
  

ROOH	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  ROH	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  GSH	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  H2O	
  

GPx-­‐
SeO-­‐	
  

GPx-­‐Se-­‐
SG	
  

GS
H	
  

GSS
G	
  

k+1	
   k+2	
  
k+3	
  

Fase	
  ossidativa	
  

k’+2	
  

Fase	
  
riduttiva	
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del	
   perossido	
   al	
   corrispondente	
   alcol,	
   senza	
   formazione	
   di	
   radicali	
  

intermedi.	
   Ciò	
   contrasta	
  marcatamente	
   con	
   la	
   riduzione	
  dei	
   perossidi	
   da	
  

parte	
  delle	
  eme	
  perossidasi	
  che,	
  a	
  parte	
  la	
  notabile	
  eccezione	
  della	
  catalasi,	
  

hanno	
   la	
   tendenza	
   a	
   generare	
   intermedi	
   radicalici	
   e	
   prodotti	
   fortemente	
  

ossidati	
  (Mason,	
  1986).	
  

	
  

2.3.	
  Intermedi	
  catalitici	
  

	
  

Nel	
   dettaglio,	
   la	
   reazione	
   delle	
   GPxs	
   è	
   molto	
   più	
   complessa	
   di	
   quanto	
  

descritto	
   nelle	
   Eq.	
   1.5-­‐1.7	
   e	
   in	
   Figura	
   11,	
   e	
   differisce	
   nelle	
   Sec	
   o	
   nelle	
  

2CysGPx.	
  

Nelle	
   eq.	
   1.5	
   e	
   1.6	
   e	
   in	
   Figura	
   11	
   il	
   primo	
   intermedio	
   catalitico	
   è	
  

rappresentato	
   nella	
   forma	
   di	
   derivato	
   dell’acido	
   selenenico,	
  

rispettivamente	
   R-­‐SeOH	
   o	
   R-­‐SeO-­‐.	
   Ad	
   oggi,	
   tuttavia,	
   questo	
   intermedio	
  

instabile	
   non	
   è	
  mai	
   stato	
  positivamente	
   identificato.	
   Infatti,	
   l’esposizione	
  

per	
   tempi	
   brevi	
   della	
   GPx-­‐4	
   a	
   H2O2	
   forma	
   un	
   prodotto	
   più	
   leggero	
   di	
   2	
  

unità	
  di	
  massa	
  rispetto	
  all’enzima	
  ridotto,	
  mentre	
  manca	
  un	
  incremento	
  di	
  

massa	
  di	
  16,	
  come	
  ci	
  si	
  aspetterebbe	
  per	
  il	
  derivato	
  selenenico	
  (Toppo	
  et	
  

al.,	
   2009).	
   Ciò	
   potrebbe	
   suggerire	
   che	
   il	
   prodotto	
   primario	
   –	
   il	
   derivato	
  

dell’acido	
   selenenico	
   dell’enzima	
   –	
   elimini	
   velocemente	
   H2O	
   con	
   la	
  

formazione	
   di	
   un	
   legame	
   Se-­‐X	
   che	
   sarebbe	
   quindi	
   ridotto	
   dal	
   GSH.	
  

Un’ipotesi	
   plausibile	
   potrebbe	
   essere	
   quella	
   di	
   un	
   legame	
   Se-­‐X	
  

intramolecolare	
   che,	
   in	
   analogia	
   all’eq.	
   1.7,	
   potrebbe	
   essere	
   risolto	
   dal	
  

GSH.	
  Tuttavia,	
   nel	
   sito	
   attivo	
  della	
  GPx-­‐4	
  non	
   sembrerebbe	
   esserci	
   alcun	
  

residuo	
   di	
   Cys	
   che	
   possa	
   reagire	
   con	
   il	
   Se	
   della	
   Sec.	
   Più	
   probabilmente,	
  

quindi,	
   lo	
  stato	
  di	
  ossidazione	
  dell’	
  –SeOH	
  potrebbe	
  essere	
  conservato	
   in	
  

forma	
   di	
   legame	
   Se-­‐N	
   che	
   potrebbe	
   poi	
   essere	
   rotto	
   dal	
   GSH,	
   così	
   come	
  

proposto	
  per	
   il	
   ciclo	
   catalitico	
  dell’	
   ebselen,	
  un	
  composto	
  del	
   selenio	
   che	
  

mima	
  l’attività	
  delle	
  GPxs	
  (Maiorino	
  et	
  al.,	
  1988)	
  (Figura	
  12).	
  	
  

	
  	
  

R-­‐SeOH	
  +	
  R’-­‐NH2	
  	
  R-­‐Se-­‐NH-­‐R’	
  +	
  H2O	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  (1.8)	
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Di	
   fatto	
   la	
   formazione	
  di	
  un	
   legame	
  sulfenilamidico	
  simile	
  a	
  quello	
  sopra	
  

descritto	
  è	
  stato	
  trovato	
  nella	
  tirosina	
  fosfatasi	
  1B	
  	
  (Salmeen	
  et	
  al.,	
  2003)	
  e	
  

non	
  può	
  essere	
  escluso	
  per	
  le	
  GPxs.	
  

	
  

In	
  contrasto,	
  nelle	
  2CysGPx	
  degli	
  invertebrati	
  e	
  delle	
  piante,	
  che	
  hanno	
  la	
  

Sec	
   catalitica	
   	
   sostituita	
   da	
   una	
   Cys,	
   lo	
   stato	
   di	
   ossidazione	
   del	
   derivato	
  

sulfenico	
   è	
   invariabilmente	
   conservato	
   nella	
   forma	
   di	
   disolfuro	
  

intramolecolare	
  (vedi	
  avanti).	
  

	
  

HSCR-­‐GPx-­‐	
  Cp	
  SOH	
  +	
  	
  GPx-­‐S2	
  +	
  H2O	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  (1.9)	
  

	
  

	
  Tipicamente	
  la	
  CR	
  delle	
  2CysGPx	
  non	
  è	
  presente	
  nelle	
  SecGPxs	
  (Maiorino	
  

et	
  al.,	
  2007).	
  	
  

	
  

	
  

Figura	
   12	
   –	
   Meccanismo	
   d’azione	
   suggerito	
   dell’ebselen	
   (a):	
   L’ebselen	
   è	
   un	
   composto	
  
organico	
   sintetico	
   	
   contente	
   selenio	
   capace	
   di	
   mimare	
   l’attività	
   delle	
   SecGPx.	
   Inizialmente	
  
l’ebselen	
   (a)	
   reagisce	
   con	
   un	
   tiolo	
   (RSH)	
   producendo	
   un	
   intermedio	
   selenil	
   sulfide	
   (b).	
   La	
  
reazione	
   di	
   quest’ultimo	
   con	
   un	
   altro	
   RSH,	
   porta	
   alla	
   formazione	
   di	
   un	
   selenolo	
   (d)	
   che,	
  
similmente	
  alle	
  SecGPx,	
  riducendo	
  ad	
  alcol	
  i	
  perossidi	
  (ROOH),	
  si	
  ossida	
  a	
  derivato	
  dell’acido	
  
sulfenico	
   (d).	
  A	
  questo	
  punto	
  sono	
  proposte	
  due	
   vie:	
   la	
   reazione	
  con	
  un	
   altro	
   tiolo	
  RSH	
   che	
  
riporta	
   al	
   disolfuro	
   misto	
   selenil	
   sulfide	
   (b),	
   oppure	
   la	
   perdita	
   di	
   una	
   molecola	
   di	
   acqua	
  
dall’acido	
  sulfenico,	
  a	
  ripristinare	
  l’ebselen	
  (a)	
  che	
  riprende	
  il	
  ciclo.	
  	
  



	
   21	
  

2.4	
  Struttura	
  
	
  

A	
  oggi,	
   circa	
   venti	
   strutture	
   di	
   omologhi	
   delle	
   GPx	
   sono	
   depositate	
   nelle	
  

banche	
  dati.	
   La	
   loro	
   struttura	
   terziaria	
   è	
   simile	
   a	
  quella	
   osservata	
  per	
   la	
  

prima	
   volta	
   nella	
   Trx,	
   peraltro	
   condivisa	
   da	
   molte	
   altre	
   famiglie	
   di	
  

ossidoreduttasi.	
  Consiste	
  di	
  quattro	
  foglietti	
  β	
  fiancheggiati	
  da	
  tre	
  α	
  eliche	
  

che	
  danno	
  origine	
  a	
  una	
  struttura	
  a	
  sandwich	
  a	
  due	
  strati	
  del	
  tipo	
  α/β/α	
  

con	
  un	
  pattern	
  di	
  struttura	
  secondaria	
  β	
  1 α	
  1 β	
  2 α	
  2 β	
  3 β	
  4 α	
  3.	
  Nelle	
  GPxs	
  il	
  

ripiegamento	
   ‘Trx	
   like’	
   contiene	
   	
   però	
   strutture	
   secondarie	
   addizionali	
  

(Figura13	
  )	
  (Martin,	
  1995).	
  	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Vicino	
  all'estremita'	
  N-­‐terminale	
  si	
  trovano	
  due	
  foglietti	
  β, mentre	
   un’alfa	
  

elica	
  e	
  un	
  foglietto	
  beta	
  si	
  trovano	
  tra	
   β	
  2  e	
  α	
  2.	
  Degno	
  di	
  nota	
  è	
  che	
  l’alfa	
  

elica	
  addizionale	
  contine	
  la	
  CR	
  tipica	
  delle	
  2CysGPxs	
  e	
  che	
  negli	
  omologhi	
  

tetramerici	
  questo	
  ‘stretch’	
  di	
  aminoacidi	
  è	
  ulteriormente	
  esteso	
  a	
  formare	
  

l’interfaccia	
   di	
   legame	
   tra	
   i	
   monomeri.	
   Un	
   addizionale	
   stretch	
   di	
  

aminoacidi	
   che	
   caratterizza	
   gli	
   omologhi	
   tetramerici	
   si	
   trova	
   tra	
  α2	
   e	
  β3.	
  

Figura	
  13	
  –	
  Struttura	
  terziaria	
  delle	
  Trx	
  e	
  delle	
  GPx:	
  Il	
  ripiegamento	
  della	
  tioredossina	
  (Trx,	
  
a	
   sinistra)	
   è	
   di	
   tipo	
   α/β/α	
   	
   ed	
   è	
   condiviso	
   da	
   molte	
   ossidoreduttasi	
   tra	
   cui	
   le	
   glutation	
  
perossidasi	
  (GPx,	
  a	
  destra)	
  .	
  Quest’ultime	
  si	
  distinguono	
  per	
  la	
  presenza	
  di	
  elementi	
  di	
  struttura	
  
secondaria	
   in	
   più	
   che	
   conferiscono	
   alle	
   GPxs	
   peculiarità	
   strutturali	
   e	
   funzionali.	
   La	
   CR	
  
dell’α	
  elica	
  addizionale	
  	
  è	
  presente	
  solo	
  nelle	
  2CysGPxs.	
  

	
  

La	
  CR	
  è	
  presente	
  
solo	
  nelle	
  2CysGPx	
  s	
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Questo	
  rappresenta,	
  nella	
  GPx-­‐1,	
  l'interfaccia	
  tetramerica	
  e	
  pertanto	
  è	
  

deleto	
  negli	
  omologhi	
  monomerici.	
  	
  

	
  

Il	
  sito	
  attivo	
  delle	
  Trxs	
  contenente	
   la	
  sequenza	
  CXXC,	
  caratteristica	
  tipica	
  

delle	
  Trx,	
  è	
  conservato	
  seppur	
  in	
  forma	
  mutata	
  U/CXXT	
  nella	
  maggioranza	
  

delle	
  GPxs.	
  Il	
  residuo	
  di	
  T,	
  estremamente	
  conservato,	
  sembrerebbe	
  critico	
  

per	
  la	
  stabilità	
  della	
  struttura	
  (Scheerer	
  et	
  al.,	
  2007).	
  	
  

	
  

Da	
  un	
  punto	
  di	
  vista	
  strutturale,	
  nelle	
  GPxs	
  la	
  tasca	
  contenente	
  il	
  sito	
  attivo	
  

giace	
   in	
   un	
   incavo	
   poco	
   profondo	
   sulla	
   superficie	
   della	
   proteina.	
   In	
   esso	
  

l’atomo	
   di	
   Se	
   o	
   di	
   S,	
   che	
   funzionano	
   nella	
   catalisi	
   ossidoriduttiva,	
   si	
  

trovano	
   a	
   distanza	
   di	
   legame	
   idrogeno	
   da	
   tre	
   residui	
   strettamente	
  

conservati:	
  una	
  Gln,	
  un	
  Trp	
  e	
  una	
  Asn.	
  Questi	
   residui	
   sono	
   locati	
   in	
  anse	
  

lontane	
   nella	
   struttura	
   primaria	
   (Tosatto	
   et	
   al.,	
   2008)(Figura	
   14)	
   ed	
  

assieme	
  alla	
  U/C	
  perossidasica	
  costituiscono	
  la	
  tetrade	
  (U/C,	
  Q,,	
  W,	
  N)	
  che	
  

rappresenta	
   la	
   ‘firma’	
   dell’intera	
   famiglia	
   delle	
   GPx	
   e	
   ha	
   un	
   ruolo	
  

funzionale	
  nella	
  catalisi.	
  	
  

	
  

Il	
  confronto	
  tra	
  i	
  siti	
  attivi	
  delle	
  GPx1	
  e	
  4	
  umane	
  rispetto	
  all’accessibilità	
  al	
  

residuo	
  perossidasico	
  potrebbe	
  offrire	
  una	
  spiegazione	
  logica	
  del	
  fatto	
  che	
  

la	
   maggioranza	
   delle	
   GPx	
   monomeriche	
   reagisce	
   con	
   gli	
   idroperossidi	
  

complessi	
  come	
  quelli	
  dei	
  fosfolipidi,	
  PLOOH	
  (Flohe	
  et	
  al.,	
  2011;	
  Toppo	
  et	
  

al.,	
   2009).	
   Infatti,	
   come	
   in	
   tutti	
   omologhi	
   monomerici,	
   	
   l’interfaccia	
  

tetramerica	
  è	
  deleta	
  e,	
  poiche’	
  gli	
  aminoacidi	
  che	
  la	
  compongono	
  coprono	
  

parzialmente	
  il	
  Trp	
  del	
  sito	
  attivo,	
  sembrerebbe	
  ovvio	
  che	
  la	
  loro	
  assenza,	
  

negli	
   omologhi	
   monomerici,	
   faciliti	
   l’accessibilità	
   agli	
   idroperossidi	
   più	
  

complessi	
  (Flohe	
  et	
  al.,	
  2011).	
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All’interno	
  delle	
  SecGPx	
  di	
  mammifero,	
  anche	
  la	
  specificità	
  per	
  il	
  substrato	
  

riducente	
   sembrerebbe	
   poter	
   essere	
   spiegata	
   su	
   basi	
   strutturali.	
   È	
   stato	
  

proposto	
   che	
   nella	
   GPx-­‐1	
   quattro	
   residui	
   di	
   Arg	
   e	
   un	
   residuo	
   di	
   Lys	
  

forniscano	
   un’architettura	
   elettrostatica	
   che	
   dirige	
   il	
   substrato	
   riducente	
  

GSH	
  verso	
  il	
  centro	
  catalitico,	
  in	
  modo	
  che	
  il	
  suo	
  gruppo	
  sulfidrilico	
  venga	
  

in	
   contatto	
   con	
   la	
   forma	
   di	
   Se	
   ossidata	
   (Figura	
   15	
   A).	
   La	
   peculiare	
  

architettura	
  del	
  sito	
  di	
   legame	
  per	
   il	
  GSH	
  è	
  conservata	
  solo	
  parzialmente	
  

nella	
   GPx2	
   e	
   nella	
   GPx3,	
   ma	
   completamente	
   assente	
   nella	
   GPx4	
   (Figura	
  

15B).	
  Pertanto	
  la	
  specificità	
  delle	
  SecGPx	
  per	
  il	
  GSH	
  dovrebbe	
  declinare	
  nel	
  

seguente	
   ordine	
   GPx1>GPx2>GPx3>GPx4	
   (Figura	
   15	
   B)	
   (Ursini	
   et	
   al.,	
  

1995).	
  

Figura	
   14	
   -­‐	
   Intorno	
   molecolare	
   della	
   (seleno)	
   cisteina	
   perossidasica	
   nella	
   famiglia	
  
delle	
  GPx:	
  
Sovrapposizione	
   delle	
   ‘tetradi	
   catalitiche’	
   di	
   alcune	
   strutture	
   note	
   delle	
   GPx.	
   I	
   colori	
   dei	
  
residui	
  nella	
  raffigurazione	
  a	
  	
  bastoncino,	
  il	
  codice	
  pdb	
  corrispondente	
  e	
  la	
  sorgente	
  sono	
   i	
  
seguenti:	
   :	
   GPx-­‐1	
   bovina	
   (verde,	
   1GP1);	
   GPx-­‐1	
   umana	
   (blu,	
   2F8A)	
   [Structural	
   Genomic	
  
Consortium	
   (SGC)];	
   GPx-­‐2	
   umana	
   (violetto,	
   2HE3)	
   [SGC];	
   GPx-­‐3	
   umana	
   (arancione,	
   2R37)	
  
[SGC];	
  GPx-­‐4	
  umana	
  (rosa,	
  2OBI);	
  GPx-­‐5	
  umana	
  (giallo,	
  2I3Y)	
   [SGC];	
  GPx-­‐7	
  umana	
  (bianco,	
  
2P31)	
  [SGC];	
  Trypanosoma	
  brucei	
  GPx	
  (verde	
  chiaro,	
  2VUP).	
  Le	
  strutture	
  sono	
  visualizzate	
  
con	
  pymol	
  .(http://www.pymol.org).	
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La	
   specificità	
   per	
   la	
   tioredossina	
   (Trx),	
   invece,	
   sembrerebbe	
   essere	
  

dominio	
  delle	
  2CysGPxs	
  che,	
  contenendo	
  un	
  residuo	
  di	
  CR	
  intramolecolare,	
  

mimano	
   la	
   specificità	
   di	
   substrato	
   e	
   il	
   meccanismo	
   di	
   catalisi	
   delle	
  

perossiredossine	
   atipiche	
   (Maiorino	
   et	
   al.,	
   2007)(Figura	
   16).	
   In	
   queste	
  

proteine	
  della	
  famiglia	
  delle	
  GPxs	
  la	
  riduzione	
  da	
  parte	
  della	
  Trx	
  della	
  GPx	
  

ossidata	
   a	
   disolfuro	
   intramolecolare	
   (Eq.	
   1.9)	
   è	
   risultata	
   essere	
   da	
   3	
   a	
   5	
  

volte	
  più	
  veloce	
  rispetto	
  a	
  quella	
  con	
  il	
  GSH.	
  	
  

	
  

GPx-­‐S2	
  +	
  Trx	
  (SH)2	
  	
  GPx(SH)2	
  +	
  TrxS2	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  1.10	
  

	
  

	
  

Oltre	
  alla	
  presenza	
  della	
  CR,	
  l’altra	
  peculiare	
  caratteristica	
  che	
  determina	
  la	
  

specificità	
   per	
   la	
   Trx	
   è	
   la	
   delezione	
   della	
   superficie	
   di	
   tetramerizzazione	
  

che	
   impartisce	
   flessibilità	
   all’elica	
   che	
   contiene	
   la	
   CR	
   stessa.	
   Il	
   ponte	
  

disolfuro	
   formatosi	
   a	
   seguito	
   dell’ossidazione	
  mediata	
   dai	
   perossidi	
   (Eq.	
  

1.9	
  e	
  Figura	
  16)	
  conferisce	
  poi	
  il	
  motivo	
  canonico	
  per	
  la	
  riduzione	
  da	
  parte	
  

Figura	
  15	
  –A	
  -­‐	
  Il	
  sito	
  attivo	
  della	
  GPx-­‐1:	
   la	
  	
  struttura	
  dell’enzima	
  è	
  importante	
  in	
  quanto	
  
da	
   essa	
  dipende	
   il	
   substrato	
   riducente.	
   Nella	
  GPx1	
   vi	
   sono	
  quattro	
   arginine	
   ed	
   una	
   lisina	
  
disposte	
   in	
  modo	
  da	
  costituire	
  una	
   ‘trappola’	
  per	
   il	
  GSH	
  che,	
   in	
   tal	
  modo,	
  è	
  selettivamente	
  
direzionato	
  verso	
  la	
  selenocisteina	
  ossidata.	
  B-­‐	
  Grado	
  di	
  conservazione	
  dei	
  residui	
  di	
  Arg	
  
nelle	
  Sec-­‐GPx:	
   le	
  quattro	
  arginine	
  che	
  nella	
  GPx1	
  sono	
  responsabili	
  dell’affinità	
  per	
  il	
  GSH,	
  
non	
  sono	
  conservate	
  in	
  tutte	
  le	
  Sec-­‐GPx,	
  anzi,	
  nella	
  GPx4	
  sono	
  assenti.	
  

	
  

A	
  

B	
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della	
   tioredossina,	
   che	
   è	
   il	
   prototipo	
   delle	
   proteine	
   contenenti	
   il	
   motivo	
  

CXXC	
  (Maiorino	
  et	
  al.,	
  2007).	
  

	
  

	
  

2.5	
  Funzioni	
  fisiologiche	
  delle	
  GPxs	
  
	
  

Rilevanti	
  da	
  un	
  punto	
  di	
  vista	
  fisiologico	
  sono	
  sicuramente	
  le	
  differenze	
  di	
  

specificità	
  di	
  substrato	
  all’interno	
  della	
  famiglia	
  delle	
  GPxs.	
  Tutti	
  i	
  membri	
  

sembrano	
   capaci	
   di	
   ridurre,	
   oltre	
   all’H2O2,	
   gli	
   idroperossidi	
   organici	
  

semplici.	
  Nei	
  mammiferi,	
   la	
  GPx-­‐4,	
   l’unica	
  selenoperossidasi	
  monomerica,	
  

è	
   peculiare	
   per	
   la	
   sua	
   veloce	
   reattività	
   con	
   gli	
   idroperossidi	
   complessi	
  

come	
  quelli	
  dei	
  fosfolipidi,	
  anche	
  se	
  questi	
  sono	
  integrati	
  nelle	
  membrane	
  

(Maiorino	
  et	
  al.,	
  1989;	
  Maiorino	
  et	
  al.,	
  1986).	
  	
  

Come	
  si	
  formino	
  i	
  perossidi	
  dei	
  fosfolipidi	
  in	
  vivo	
  non	
  è	
  chiaro,	
  ma	
  concetto	
  

emergente	
   è	
   che	
   siano	
   il	
   risultato	
   dell’attivazione	
   di	
   specifiche	
   attività	
  

lipossigenasiche	
   (Hammond	
   and	
   O'Donnell,	
   2011).	
   Tutte	
   le	
   lipossigenasi	
  

richiedono	
  un	
  certo	
   livello	
  di	
   idroperossidi	
  per	
  diventare	
  attive	
  (Schnurr	
  

et	
   al.,	
   1996)	
   e	
   perciò	
   potrebbero,	
   almeno	
   in	
   teoria,	
   essere	
   silenziate	
   da	
  

Figura	
  16	
  –	
  Meccanismo	
  catalitico	
  ping-­‐pong	
  	
  delle	
  2CysGPx:	
  A	
  differenza	
  delle	
  SecGPxs,	
  le 
2-CysGPxs, in seguito  all’ossidazione da parte del perossido, formano un disolfuro intramolecolare 
tra la CP e la CR. Questo disolfuro viene poi ridotto efficacemente dalla Trx ma non dal GSH.	
  La	
  fase	
  
riduttiva	
  del	
   ciclo	
  prevede	
   la	
   formazione	
  di	
  un	
  disolfuro	
   con	
  una	
  prima	
  molecola	
  di	
  Trx,	
   che	
  
viene	
  spiazzato	
  successivamente	
  da	
  una	
  seconda	
  Trx.	
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tutte	
  le	
  GPxs	
  intracellulari.	
  Recentemente,	
  esperimenti	
  di	
  delezione	
  genica	
  

hanno	
  dimostrato	
  che	
  la	
  GPx-­‐4	
  è,	
  a	
  questo	
  proposito,	
  più	
  rilevante	
  rispetto	
  

alle	
  altre	
  GPxs.	
  La	
  GPx4,	
   infatti,	
  contrasta	
  l’apoptosi	
  caspasi-­‐indipendente	
  

(Seiler	
  et	
  al.,	
  2008)	
  (più	
  recentemente	
  rinominata	
  necroptosi)(Dunai	
  et	
  al.,	
  

2011),	
  un’	
  osservazione	
  che	
  suggerisce	
  il	
  ruolo	
  peculiare	
  dei	
  perossidi	
  dei	
  

fosfolipidi	
  in	
  questo	
  processo.	
  Nelle	
  cellule	
  neuronali,	
  inoltre,	
  la	
  GPx-­‐4	
  si	
  è	
  

rivelata	
   il	
   solo	
   enzima	
   capace	
   di	
   contrastare	
   l’apoptosi	
   risultante	
  

dall’attivazione	
   della	
   12/15	
   lipossigenasi,	
   attiva	
   sui	
   lipidi	
   integrati	
   nelle	
  

membrane	
   (Hammond	
   and	
   O'Donnell,	
   2011;	
   Seiler	
   et	
   al.,	
   2008).	
   Oltre	
   a	
  

questo	
  è	
  sicuramente	
  degno	
  di	
  nota	
  il	
  fatto	
  che	
  delle	
  4	
  (5)	
  SecGPx	
  espresse	
  

nel	
   topo,	
   solo	
   la	
   GPx-­‐4	
   si	
   è	
   dimostrata	
   indispensabile	
   per	
   lo	
   sviluppo	
  

embrionale	
   (Imai	
   et	
   al.,	
   2003).	
   Sembrerebbe	
   quindi	
   lecito	
   assumere	
   che	
  

l’apoptosi,	
   risultante	
  dall’attività	
  di	
  ossigenazione	
  dei	
   fosfolipidi	
  da	
  parte	
  

della	
   12/15	
   lipossigenasi,	
   sia	
   rilevante	
   anche	
   nel	
   rimodellamento	
   dei	
  

tessuti	
   che	
   avviene	
   nel	
   periodo	
   prenatale,	
   dato	
   che	
   questo	
   processo	
   è	
  

fatalmente	
   disturbato	
   se	
   non	
   opportunamente	
   bilanciato	
   dalla	
   attività	
  

della	
  GPx-­‐4.	
  

	
   	
  

Come	
  più	
  sopra	
  riportato,	
  la	
  GPx-­‐4	
  è	
  anche	
  unica	
  tra	
  le	
  selenoperossidasi	
  

per	
   la	
   sua	
   limitata	
   specificità	
   rispetto	
   al	
   substrato	
   riducente.	
   Mentre	
   la	
  

GPx-­‐1,	
   da	
   cui	
   la	
   famiglia	
   prende	
   il	
   nome,	
   è	
   invero	
   una	
   vera	
   glutatione	
  

perossidasi	
  (Ursini	
  et	
  al.,	
  1995),	
  la	
  GPx-­‐4	
  accetta,	
  oltre	
  al	
  GSH,	
  una	
  varietà	
  

di	
  altri	
  tioli	
  inclusi	
  quelli	
  di	
  una	
  proteina	
  come	
  la	
  cromatina,	
  o	
  frammenti	
  

della	
  proteina	
  ricca	
  di	
  cisteina	
  associata	
  al	
  mitocondrio	
  degli	
  spermatozoi	
  

(SMCP)	
   che	
   possiedono	
   tipicamente	
   cisteine	
   adiacenti	
   (Maiorino	
   et	
   al.,	
  

2005).	
   Inoltre	
   la	
   GPx-­‐4	
   può	
   essere	
   ridotta	
   dai	
   tioli	
   della	
   stessa	
   GPx4	
  

permettendo	
   così	
   la	
   formazione	
   di	
   polimeri	
   che,	
   dopo	
   la	
   formazione	
   di	
  

legami	
   crociati	
   con	
   altre	
   proteine	
   ricche	
   di	
   cisteina,	
   consente	
   la	
  

costruzione	
  e	
  la	
  stabilizzazione	
  del	
  materiale	
  cheratinoso	
  che	
  costituisce	
  la	
  

capsula	
   mitocondriale	
   dello	
   spermatozoo	
   dei	
   mammiferi	
   (Mauri	
   et	
   al.,	
  

2003).	
  Su	
  queste	
  basi	
  molecolari	
  non	
  sorprende	
  che	
  la	
  GPx-­‐4	
  -­‐	
  attraverso	
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esperimenti	
   di	
   genetica	
   inversa	
   -­‐	
   si	
   sia	
   rivelata	
   essenziale	
   per	
   la	
  

spermatogenesi	
  (Schneider	
  et	
  al.,	
  2009)	
  .	
  

	
  

La	
   riducibilità	
  della	
  GPx4	
  da	
  parte	
  dei	
   tioli	
   proteici	
   rappresenta	
   il	
   primo	
  

esempio,	
   nei	
  mammiferi,	
   di	
   una	
   reazione	
   in	
   cui	
   una	
   GPx	
   	
   non	
   ha	
   il	
   solo	
  

scopo	
  di	
  detossificare	
  gli	
   idroperossidi,	
  ma	
  usa	
  gli	
  ROOH	
  per	
   la	
  sintesi	
  di	
  

una	
  macrostruttura	
  proteica	
  .	
  

Questo	
   costituisce	
   un	
   interessante	
   e	
   intrigante	
   variazione	
  meccanicistica	
  

dell’usuale	
  ciclo	
  catalitico	
  in	
  cui	
  il	
  GSH	
  funziona	
  da	
  riducente	
  (reazioni	
  1.5-­‐

1.7	
  e	
  Figura	
  11):	
   la	
  GPx4,	
   infatti,	
  accettando	
  tioli	
  proteici	
  come	
  riducenti,	
  

funziona	
   nella	
   modificazione	
   di	
   essi	
   formando	
   disolfuri	
   misti	
   Se-­‐S	
   che,	
  

nello	
   spermatozoo,	
   sono	
   funzionali	
   alla	
   maturazione	
   della	
   capsula	
  

mitocondriale.	
  	
  

Questa	
   reazione,	
   in	
   contesti	
   diversi,	
   potrebbe	
   avere	
   una	
   	
   funzione	
  

regolatoria	
  su	
  specifiche	
  proteine	
  target	
  ma	
  di	
  fatto	
  questa	
  possibilità	
  non	
  

è	
  stata	
  ancora	
  definitivamente	
  dimostrata	
  per	
   le	
  SecGPxs	
  dei	
  mammiferi.	
  

Tuttavia,	
   Orp1,	
   una	
   2CysGPx	
   di	
   lievito	
   che	
   appartiene	
   alle	
   glutation	
  

perossidasi,	
   che	
   sono	
   Trx	
   perossidasi,	
   forma	
   un	
   eterodimero	
   tramite	
   un	
  

disolfuro	
   con	
   il	
   fattore	
   di	
   trascrizione	
   Yap1,	
   determinando,	
   alla	
   fine,	
  

l’attivazione	
  della	
  trascrizione	
  genica	
  (Delaunay	
  et	
  al.,	
  2002).	
  

	
  

Orp1-­‐S36H	
  +	
  H2O2	
  	
  Orp1-­‐S36OH	
  +	
  H2O	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  (1.11)	
  

	
  

Orp1-­‐S36OH	
  +	
  Yap1-­‐S598H	
  Orp1-­‐S36-­‐S598-­‐Yap1+	
  H2O	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  (1.12)	
  

	
  

Orp1-­‐S36-­‐S598-­‐Yap1-­‐S303H	
  	
  Yap1-­‐S2	
  +	
  Orp1-­‐S36H	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  (1.13)	
  

	
  

In	
  questa	
  sequenza	
  di	
  reazioni,	
  le	
  Eq.	
  1.11	
  e	
  1.12	
  sono	
  analoghe	
  alla	
  1.5	
  e	
  

1.9	
   mentre	
   l’equazione	
   1.13	
   è	
   una	
   reazione	
   di	
   scambio	
   tiolo/disolfuro	
  

analoga	
  all’equazione	
  1.7	
  che	
  è	
  in	
  principio	
  reversibile.	
  In	
  situ,	
  tuttavia,	
  la	
  

riduzione	
  del	
  disolfuro	
   tra	
   la	
  Cys303	
  e	
  Cys598	
  del	
   fattore	
  di	
   trascrizione	
  

richiede	
  Trx	
  (Figura	
  17).	
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In	
   pratica	
   le	
   equazioni	
   1.11-­‐1.13	
   suggeriscono	
   che	
   una	
   GPx	
   possa	
  

funzionare	
  da	
  ‘sensore’	
  per	
  gli	
  ROOH	
  e	
  quindi	
  come	
  un	
  segnale	
  ossidante	
  

possa	
  essere	
  trasdotto	
  o	
  terminato.	
  

Su	
  queste	
  basi	
  non	
  sarebbe	
  inatteso	
  se	
  anche	
  altre	
  GPx,	
  trovando	
  partner	
  

alternativi	
   al	
   glutatione	
   o	
   alla	
   tioredossina,	
   risultassero	
   essere	
   capaci	
   di	
  

trasferire	
  gli	
  equivalenti	
  ossidanti	
  derivanti	
  dalla	
  reazione	
  con	
  il	
  ROOH,	
  a	
  

specifici	
  tioli	
  di	
  proteine	
  regolatorie.	
  	
  

	
  

	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  

Figura	
  17	
  -­‐	
  Duplice	
  funzione	
  di	
  sensore	
  e	
  trasduttore	
  di	
  Orp1:	
  la	
  proteina	
  di	
  lievito	
  Orp1	
  è	
  
una	
  GPx	
  che	
  contiene	
  due	
  residui	
  di	
  cisteina:	
  uno	
  con	
  funzione	
  perossidasica	
  e	
  l’altro	
  resolving	
  
(2CysGPxs).	
  Una	
  volta	
  ossidata	
  dall’idroperossido	
  a	
  derivato	
  dell’acido	
  sulfenico	
  (R-­‐SOH),	
  la	
  Cys	
  
36	
  può	
  :	
  A)	
  reagire	
  formando	
  un	
  disolfuro	
  misto	
  con	
  la	
  Cys	
  598	
  del	
  fattore	
  trascrizionale	
  Yap1	
  
che	
   è	
   successivamente	
   sostituito	
  da	
   un	
   disolfuro	
   intramolecolare	
   tra	
   Cys598-­‐Cys303	
   di	
   Yap1.	
  
Orp1	
  e’	
  così	
   ripristinata	
   	
   nella	
   sua	
   forma	
   ridotta	
   e	
  Yap1	
   attivata	
   a	
  stimolare	
   la	
   trascrizione	
  di	
  
geni	
   implicati	
   nella	
   difesa	
   antiossidante.	
   La	
   Trx	
   è	
   in	
   grado	
   di	
   ridurre	
   Yap1.	
   B)	
   formare	
   un	
  
disolfuro	
  intramolecolare	
  con	
  la	
  Cys	
  82	
  che	
  è	
  spiazzato	
  dalla	
  Trx	
  che	
  riporta	
  in	
   tal	
  modo	
  Orp1	
  
nello	
   stato	
   ridotto.	
   Ecco	
   che	
   questa	
   GPx	
   di	
   lievito	
   è	
   un	
   esempio	
   di	
   come,	
   accanto	
   all’attività	
  
antiossidante,	
  possa	
  sussisterne	
  una	
  di	
  ‘trasduttore	
  del	
  segnale	
  perossidasico’.	
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2.6	
  Le	
  1	
  CysGPx	
  dei	
  mammiferi	
  
	
  

I	
   membri	
   della	
   famiglia	
   delle	
   glutation	
   perossidasi	
   dei	
   vertebrati	
  

identificati	
   più	
   recentemente	
   sono	
   due	
   GPx	
   monomeriche	
   del	
   reticolo	
  

endoplasmatico	
  (ER),	
  chiamate	
  GPx7	
  e	
  GPx8,	
  che	
  esibiscono	
  una	
  notevole	
  

omologia	
   con	
   la	
   GPx4	
   e	
   le	
   GPxs	
   degli	
   invertebrati	
   (Utomo	
   et	
   al.	
   2004)	
  

Toppo	
   et	
   al.	
   2008)	
   (Nguyen	
   et	
   al.	
   2011).	
   A	
   livello	
   di	
   struttura	
   primaria	
  

l’omologia	
   fra	
   la	
   hGPx7	
   e	
   la	
   hGPx4	
   umana	
   o	
   la	
   DmGPx	
   è	
   quantizzabile	
  

attorno	
  al	
  37	
  %	
  o	
  al	
  31%	
  rispettivamente	
  (Fig.ura18).	
  	
  

Queste	
   sono	
  peculiari	
   perché	
   contengono	
  un	
   residuo	
  di	
   Cys	
   in	
   posizione	
  

omologa	
   alla	
   Sec	
   delle	
   GPxs	
   dei	
   vertebrati	
   e	
   per	
   questo,	
   possono	
   essere	
  

ascritte	
   alla	
   sottofamiglia	
   delle	
   CysGPxs	
   come	
   le	
   glutatione	
   perossidasi	
  

degli	
   invertebrati,	
   che	
   contengono	
   tipicamente	
   un	
   residuo	
   di	
   Cys	
  

perossidasico	
   (CP)	
   al	
   posto	
   della	
   Sec	
   (vedi	
   anche	
   il	
   paragrafo	
   2.1).	
   A	
  

differenza	
   di	
   queste	
   però,	
   mancano	
   della	
   Cys	
   con	
   funzione	
   di	
   resolving	
  

(CR),	
   tipicamente	
   presente	
   nell’	
   elica	
   addizionale	
   alfa	
   4	
   del	
   ‘Trx	
   folding’	
  

delle	
  GPx	
  (Figura	
  13)	
  .	
  Questo	
  residuo	
  è	
  stato	
  dimostrato	
  essere	
  critico	
  per	
  

la	
   reattività	
   con	
   la	
   Trx	
   ed	
   altre	
   proteine	
   della	
   superfamiglia	
   delle	
  

tioredossine,	
   come	
   la	
   triparedossina:	
   le	
   cosiddette	
   ‘redossine’	
   o	
   proteine	
  

‘CXXC’	
  (Maiorino	
  et	
  al.	
  2007).	
  	
  

Le	
  GPx7	
  e	
   le	
  GPx8	
  conservano,	
   come	
   tutte	
   le	
  GPxs	
  del	
   regno	
  vivente,	
   	
   gli	
  

aminoacidi	
  che	
  compongono	
  tetrade	
  catalitica	
  e	
  che	
  costituiscono	
  la	
  ‘firma’	
  

della	
   famiglia	
   delle	
  GPxs.	
   Solo	
   le	
  GPx8	
  portano	
  una	
   sostituzione	
   a	
   livello	
  

della	
  Gln	
  della	
   tetrade	
  con	
  un	
  residuo	
  di	
  Ser	
  (Figura	
  18).	
   	
  Struttralmente	
  

quindi	
  possono	
  essere	
  considerate	
  rari,	
  se	
  non	
  unici,	
  esempi	
  di	
  1CysGPxs	
  

monomeriche.	
   Secondo	
   l’analisi	
   filogenetica,	
   queste	
   proteine	
  

rappresenterebbero	
   una	
   recente	
   acquisizione	
   suggerendo	
   che	
   la	
   storia	
  

evolutiva	
   delle	
   GPxs	
   comporti	
   un	
   ritorno	
   dall’uso	
   di	
   Sec,	
   all’uso	
   di	
   una	
  

catalisi	
  basata	
  sulla	
  Cys,	
  come	
  tipicamente	
  si	
  osserva	
  nelle	
  GPx	
  più	
  antiche,	
  

le	
  2CysGPxs	
  (Toppo	
  et	
  al.	
  2008).	
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La	
   presenza	
   di	
   CP	
   in	
   assenza	
   della	
   CR	
   nelle	
   1CysGPxs	
   rappresenta	
   un	
  

elemento	
  cruciale.	
  Infatti,	
  per	
  la	
  GPx7	
  e	
  la	
  GPx8,	
  non	
  può	
  essere	
  ipotizzata	
  

ne’	
   la	
   formazione	
   di	
   un	
   il	
   selenio-­‐disolfuro	
   misto,	
   come	
   avviene	
   nelle	
  

SecGPx,	
   le	
   vere	
   glutation	
   perossidasi	
   della	
   famiglia	
   (Figura	
   11),	
   ne’	
   la	
  

Figura	
  18	
  –	
  Allineamento	
  multiplo	
  tra	
  DmGPx,	
  HsGPx4	
  e	
  omologhi	
  delle	
  GPx7	
  e	
  8	
  di	
  varie	
  

specie:	
  In	
  questa	
  immagine	
  le	
  sequenze	
  proteiche	
  della	
  GPx	
  di	
  drosofila	
  (esempio	
  di	
  2CysGPx)	
  e	
  

della	
  GPx4	
  umana	
  (esempio	
  di	
  SecGPx)	
  sono	
  messe	
  a	
  confronto	
  con	
  	
  quelle	
  omologhe	
  di	
  GPx7	
  e	
  

GPx8	
  (esempi	
  di	
  1CysGPx)	
  di	
  differenti	
  organismi	
  vertebrati.	
  Dall’allineamento	
  si	
  evince	
  che	
  gli	
  

aminoacidi	
   (evidenziati	
   in	
   verde)	
   costituenti	
   la	
   tetrade	
   catalitica	
   -­‐	
   caratteristica	
   tipica	
   della	
  

famiglia	
  delle	
  GPxs	
   -­‐	
  sono	
  conservati	
   in	
   tutte	
   le	
  sequenze,	
  eccezion	
  fatta	
  per	
   le	
  sequenze	
  della	
  

GPx8	
  in	
  cui	
  il	
  residuo	
  di	
  Glutammina	
  è	
  sostituito	
  da	
  una	
  Serina	
  (evidenziata	
  in	
  viola).	
  



	
   31	
  

formazione	
   il	
   disolfuro	
   intramolecolare,	
   che	
   conferisce	
   specificità	
   per	
   la	
  

Trx	
  alle	
  GPx	
  degli	
  invertebrati	
  (Figura	
  16).	
  Perciò	
  l’esistenza	
  e	
  la	
  specificità	
  

di	
  un	
  substrato	
  riducente	
  delle	
  due	
  nuove	
  1CysGPxs	
  dei	
  vertebrati	
  non	
  può	
  

essere	
  predetto.	
  	
  

La	
  funzione	
  fisiologica	
  delle	
  GPx7	
  e	
  -­‐8	
  è	
  oggetto	
  di	
  notevole	
  interesse.	
  È	
  stato	
  

dimostrato	
   infatti	
  che	
   le	
  cellule	
  epiteliali	
  dell’esofago	
  esprimono	
  quantità	
  di	
  

GPx7	
   relativamente	
   elevate	
   e	
   che	
   l’enzima	
   è	
   frequentemente	
   silenziato	
  

attraverso	
  meccanismi	
  epigenetici	
  durante	
  la	
  progressione	
  di	
  patologie	
  come	
  

l’esofago	
  di	
  Barrett	
  o	
  l’adenocarcinoma	
  dell’esofago	
  (Peng	
  et	
  al.	
  2009).	
  Studi	
  

in	
  vitro	
  hanno	
  poi	
  dimostrato	
  che	
  l’enzima	
  può	
  regolare	
  i	
  livelli	
  intracellulari	
  

di	
  ROS	
  che	
  aumentano	
  a	
  seguito	
  del	
  trattamento	
  di	
  cellule	
  di	
  esofago	
  con	
  sali	
  

biliari	
  a	
  pH	
  acido	
  e	
  che	
  questo	
  meccanismo	
  regola	
  l’attivazione	
  delle	
  Mitogen-­‐

activated	
  protein	
  kinases	
  (MAPK)	
  	
  JNK	
  e	
  p38	
  (Peng	
  et	
  al.	
  2011).	
  	
  

La	
  GPx7	
  è	
  stata	
  inoltre	
  casualmente	
  identificata	
  come	
  il	
  fattore	
  che	
  difende	
  le	
  

cellule	
   dallo	
   stress	
   indotto	
   da	
   non-­‐targeting	
   SiRNA,	
   che	
   comporterebbe	
  

anch’esso	
  formazione	
  di	
  ‘ROS’.	
  È	
  	
  stato	
  osservato	
  che	
  il	
  trattamento	
  di	
  cellule	
  

con	
   non-­‐targeting	
   SiRNA	
   induce	
   specificamente	
   l’espressione	
   della	
   GPx7	
   e	
  

non	
   quella	
   di	
   altri	
   geni	
   del	
   reticolo	
   che	
   rispondono	
   allo	
   stress	
   (Wei	
   et	
   al.	
  

2011).	
  

Inaspettatamente,	
   in	
   uno	
   studio	
   recente	
   entrambe	
   le	
   1CysGPxs	
   sono	
   state	
  

descritte	
   come	
   glutation	
   perossidasi	
   poco	
   attive,	
   	
   capaci	
   però	
   di	
   accettare	
  

elettroni	
  dalla	
  proteina	
  disolfuro	
  isomerasi	
  (PDI),	
  suggerendo	
  così	
  che	
  le	
  due	
  

proteine	
  possano	
  essere	
  coinvolte	
  nel	
  ‘folding’	
  delle	
  proteine,	
  rigenerando	
  la	
  

PDI	
  ossidata	
  necessaria	
  per	
  formare	
  nuovi	
  disolfuri	
  (Nguyen	
  et	
  al.	
  2011).	
  	
  

La	
  reattività	
  delle	
  GPx7	
  e	
  8	
  con	
  la	
  PDI,	
  una	
  ‘redossina’	
  della	
  superfamiglia	
  

della	
  Trx	
  è	
  davvero	
  inattesa	
  alla	
  luce	
  dei	
  criteri	
  canonici	
  precedentemente	
  

definiti	
  (Maiorino	
  et	
  al.	
  2007),	
  per	
  almeno	
  due	
  motivi	
  1)	
  l’assenza	
  della	
  CR	
  

che	
  conferisce	
  reattività	
  con	
  le	
  proteine	
  CXXC	
  e	
  2)	
  il	
  fatto	
  che	
  	
  le	
  2CysGPx	
  

dei	
   non	
   vertebrati,	
   che	
   mostrano	
   reattività	
   preferenziale	
   con	
   la	
   Trx,	
  

comunque	
  esibiscono	
  attività	
  glutation	
  perossidasica.	
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  Scopo	
  della	
  Tesi	
  
	
  

Poiche’	
  nel	
  lavoro	
  di	
  Nguyen	
  et	
  al.	
  2011,	
  il	
  saggio	
  di	
  attività	
  PDI	
  perossidasica	
  

è	
  stato	
  effettuato	
  in	
  presenza	
  di	
  GSH,	
  precludendo	
  così	
  la	
  possibilità	
  di	
  capire	
  

se	
   esista	
   una	
   diretta	
   reattività	
   tra	
   PDI	
   e	
   GPx,	
   in	
   questa	
   tesi	
   abbiamo	
  

accuratamente	
   investigato	
   la	
  GPx7	
   come	
  esempio	
  di	
  1CysGPx,	
   allo	
   scopo	
  di	
  

caratterizzarne	
   i	
   substrati	
   riducenti	
   e	
   la	
   cinetica	
   della	
   reazione.	
   Abbiamo	
  

inoltre	
  studiato	
  il	
  possibile	
  ruolo	
  fisiologico.	
  	
  

Lo	
   studio	
   è	
   stato	
   condotto	
   sulla	
   GPx7	
   di	
   topo	
   ricombinante	
   espressa	
  

eterologamente	
   in	
  E.	
   coli,	
   ricorrendo	
   ad	
   un	
   artifizio	
   che	
   ne	
   ha	
   permesso	
  

l’espressione	
   a	
   livelli	
   elevati.	
   Inoltre,	
   abbiamo	
   evitato	
   procedure	
   di	
  

purificazione,	
   in	
   modo	
   da	
   minimizzare	
   la	
   altrimenti	
   severa	
  

ossidazione/inattivazione	
  del	
  sito	
  attivo.	
  	
  

Lo	
   studio	
   indica	
   che	
   la	
   GPx	
   7,	
   come	
   praticamente	
   tutte	
   le	
   glutation	
  

perossidasi	
  monomeriche,	
  viene	
  ossidata	
  dagli	
  idroperossidi	
  dei	
  fosfolipidi	
  

(PCOOH),	
   	
   con	
   una	
   efficienza	
   comparabile	
   a	
   quella	
   delle	
   altre	
   2CysGPx	
  

monomeriche.	
   Inoltre	
   la	
   forma	
  ossidata	
  dal	
  perossido	
  viene	
   ridotta	
  dalla	
  

PDI	
  più	
  efficientemente	
  rispetto	
  al	
  GSH.	
  	
  

Per	
   escludere	
   la	
   presenza	
   di	
   una	
   CR	
   alternativa,	
   è	
   stato	
   mutato	
   l’unico	
  

residuo	
   di	
   cisteina	
   (C85A)	
   oltre	
   alla	
   Cys	
   perossidasica	
   presente	
   nella	
  

sequenza	
   primaria	
   della	
   GPx7.	
   L’analisi	
   cinetica	
   del	
   mutante	
   ha	
   rivelato	
  

un’attività	
   PDI/GSH	
   perossidasica	
   praticamente	
   indistinguibile	
   da	
   quella	
  

della	
  forma	
  selvatica.	
  Quindi	
  la	
  GPx7	
  viene	
  ridotta	
  dalla	
  PDI	
  attraverso	
  un	
  

meccanismo	
   diverso	
   rispetto	
   a	
   quello	
   con	
   cui	
   la	
   Trx	
   riduce	
   le	
   2CysGPx	
  

degli	
   invertebrati,	
   che	
   necessita	
   della	
   formazione	
   di	
   un	
   disolfuro	
  

intramolecolare.	
   Infatti,	
   la	
   riducibilita’	
   della	
   GPx7	
   da	
   parte	
   PDI/GSH	
  

richiede	
   unicamente	
   la	
   CP,	
   che	
   viene	
   ossidata	
   dal	
   perossido	
   a	
   derivato	
  

dell’acido	
  sulfenico.	
  	
  

Ulteriori	
  approfondimenti	
  sulle	
  preferenze	
  di	
  substrato	
  riducente	
  da	
  parte	
  

delle	
   glutation	
   perossidasi	
   indicano	
   che	
   la	
   PDI	
   non	
   riduce	
   altre	
   GPx	
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descritte	
  essere	
  substrati	
  delle	
  Trx,	
  e	
  cioè	
  le	
  2CysGPx	
  degli	
  invertebrati	
  (ad	
  

es.	
  	
  la	
  DmGPx,	
  una	
  2CysGPx	
  di	
  Drosofila).	
  	
  La	
  PDI	
  inoltre	
  però	
  non	
  riduce	
  il	
  

mutante	
   della	
   Cys	
   resolving	
   di	
   questa	
   proteina	
   (DmGPxC91K),	
   una	
  

1CysGpx	
  ‘artificiale’	
  simile	
  alla	
  GPx7.	
  Infine,	
  come	
  la	
  Trx,	
  la	
  PDI	
  non	
  riduce	
  

la	
  SecGPx4,	
  che	
  contiene	
  solo	
  la	
  selenocisteina	
  perossidasica.	
  D’altra	
  parte	
  

la	
  Trx	
  non	
  riduce	
  la	
  GPx7.	
  	
  

Quindi,	
   come	
   si	
   giustifica	
   che	
   certe	
   ‘redossine’,	
   come	
   la	
   Trx,	
   la	
  

triparedossina	
   etc	
   preferiscano,	
   ridurre	
   l’intermedio	
   disolfuro	
   delle	
   GPx	
  

(Maiorino	
  et	
  al.	
  2007;	
  Sztajer	
  et	
  al.	
  2001)	
  mentre,	
  un’altra	
   ‘redossina’	
   ,	
   la	
  

PDI,	
   preferisce	
   la	
   GPx7	
   che	
   può	
   formare	
   solo	
   un	
   derivato	
   dell’acido	
  

sulfenico	
   come	
   intermedio	
   catalitico	
   ossidato?	
   Ragionevolmente	
   più	
   del	
  

meccanismo	
   di	
   reazione	
   è	
   importante	
   l’interazione	
   bimolecolare.	
   Una	
  

conferma	
   di	
   questa	
   è	
   venuta	
   da	
   studi	
   in	
   surface	
   plasmon	
   renance	
   (SPR)	
  

che	
   hanno	
   rivelato	
   che,	
   tra	
   le	
   diverse	
   GPxs,	
   solo	
   la	
   GPx7	
   possiede	
   una	
  

misurabile	
   affinità	
   per	
   la	
   PDI.	
   In	
   conclusione,	
   studi	
   di	
   specificità	
   di	
  

substrato	
   hanno	
   permesso	
   di	
   rivedere	
   il	
   ‘criterio’	
   secondo	
   cui	
   la	
  

reducibilita’	
   di	
   una	
   GPx	
   da	
   parte	
   una	
   redossina	
   richiede	
   CR	
   e	
   quindi	
  

formazione	
  di	
   disolfuro.	
   Infatti	
   i	
   nostri	
   dati	
   ottenuti	
   usando	
   la	
  PDI	
   come	
  

substrato	
   riducente	
   della	
   GPx7,	
   indicano	
   che	
   il	
   motivo	
   CXXC	
   delle	
  

‘redossine’	
   può	
   ridurre	
   sia	
   intermedi	
   ossidati	
   di	
   GPx	
   nella	
   forma	
   di	
  

disolfuro	
  o	
  l’acido	
  sulfenico,	
  ma	
  l’affinità	
  della	
  glutation	
  perossidasi	
  per	
  la	
  

specifica	
   redossina	
   gioca	
   un	
   ruolo	
   chiave	
   nella	
   scelta	
   dell’intermedio	
   di	
  

ossidazione.	
  Pertanto	
  la	
  GPx7	
  (e	
  probabilmente	
  anche	
  la	
  GPx8),	
  per	
  la	
  loro	
  

limitata	
  diffusione	
  in	
  natura,	
  rappresentano	
  eccezioni	
  al	
  ‘criterio	
  canonico’	
  

precedentemente	
   formulato	
   sulla	
   base	
   della	
   ampia	
   maggioranza	
   dei	
  

membri	
  della	
  famiglia,	
  che	
  contengono	
  la	
  CP	
  assieme	
  alla	
  CR.	
  

	
  

Il	
   cDNA	
   della	
   GPx7	
   è	
   distribuito	
   in	
   tutti	
   i	
   tessuti	
   umani	
   studiati,	
  

suggerendo	
  che	
   l’enzima	
  è	
  ubiquitario	
  nell’uomo	
  e	
  nel	
  topo	
  (Utomo	
  et	
  al.	
  

2004)	
  e	
  la	
  sua	
  estremità	
  N	
  terminale	
  -­‐	
  contenente	
  un	
  peptide	
  segnale-­‐	
  e	
  C	
  

terminale	
   -­‐contenente	
   un	
   motivo	
   ‘KREDL’-­‐	
   sono	
   importanti	
   per	
   la	
  

formazione	
  della	
  proteina	
  matura,	
  correttamente	
  localizzata	
  nel	
  ER.	
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In	
   cerca	
   di	
   una	
   funzione	
   per	
   la	
   GPx7,	
   non	
   siamo	
   riusciti	
   a	
   mettere	
   in	
  

evidenza	
   un	
   ruolo	
   nel	
   ‘folding’	
   delle	
   proteine,	
   come	
   la	
   localizzazione	
   nel	
  

reticolo	
   endoplasmatico	
   e	
   la	
   capacità	
   di	
   ossidare	
   la	
   PDI	
   potrebbe	
  

suggerire.	
   L’analisi	
   del	
   promotore	
   della	
   GPx7	
   non	
   ha	
   indicato	
   infatti	
  

presenza	
   di	
   elementi	
   rilevanti	
   nella	
   risposta	
   allo	
   stress	
   nel	
   reticolo,	
   che	
  

sono	
   invece	
   presenti	
   nel	
   promotore	
   delle	
   proteine	
   residenti	
   nell’ER,	
  

inclusa	
  la	
  PDI,	
  implicata	
  in	
  questa	
  funzione.	
  Inoltre	
  la	
  sovra-­‐espressione	
  o	
  

il	
  silenziamento	
  della	
  GPx7	
  non	
  ha	
  non	
  ha	
  prodotto	
  un	
  significativo	
  effetto	
  

quando	
   l’apoptosi	
  è	
  stata	
   indotta	
  da	
   tunicamicina,	
  che	
  provoca	
  stress	
  del	
  

reticolo,	
  come	
  ci	
  si	
  aspetterebbe	
  per	
  una	
  proteina	
  implicata	
  nel	
  ‘folding’.	
  	
  

I	
  nostri	
  dati	
  sembrerebbero	
  suggerire	
  invece	
  che	
  la	
  GPx7	
  sia	
  implicata	
  nel	
  

controllo	
   dell’attivazione	
   delle	
   mitogen-­‐activated	
   protein	
   kinases	
  

(MAPKs).	
   In	
   particolare,	
   il	
   silenziamento	
   della	
   GPx7	
   aumenta	
  

notevolmente	
   la	
   fosforilazione	
   di	
   ERK	
   1/2	
   indotta	
   dal	
   trattamento	
   con	
  

fibroblast	
   growth	
   factor	
   (FGF).	
   Questa	
   evidenza	
   suggerisce	
   un	
   ruolo	
  

dell’enzima	
   nel	
   controllo	
   dell’attività	
   di	
   recettori	
   tirosin	
   chinasici	
   legati	
  

alla	
   proliferazione.	
   A	
   questo	
   proposito,	
   degno	
   di	
   nota	
   è	
   il	
   fatto	
   che	
   il	
  

silenziamento	
  della	
  GPx4	
  non	
  ha	
  alcun	
  effetto	
  su	
  ERK	
  1/2.	
  	
  

Dai	
   nostri	
   dati	
   in	
   conclusione	
   la	
   GPx7	
   emerge	
   come	
   un	
   fattore	
   di	
  

regolazione	
  di	
   segnali	
   provenienti	
   da	
   fattori	
   di	
   crescita	
   legati	
   alle	
   tirosin	
  

chinasi,	
   che	
   opera	
   attraverso	
   un	
   ancora	
   misterioso	
   cross-­‐talk	
  

ossidoriduttivo	
  attraverso	
  la	
  membrana	
  del	
  reticolo	
  endoplasmatico,	
  	
  

	
  

Viene	
   qui	
   presentato	
   il	
   manoscritto	
   in	
   forma	
   di	
   ‘bozza	
   avanzata’,	
   che	
  

rappresenta	
   il	
   frutto	
   del	
   lavoro	
   effettuato	
   per	
   questa	
   Tesi	
   e	
   che	
   sarà	
  

sottoposta	
  per	
  pubblicazione	
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'/A$2B)1')0!8%'4!Ae!J:!>)0%#>!B/6>!1)((2!'/A$2B)1')0!8%'4!CI!\:!1)((!(52A')!B/6>!1)((2!'/A$2B)1')0!
8%'4!Ae!O:!1)((!(52A')!B/6>!1)((2!'/A$2B)1')0!8%'4!CI!!

X<+a"[! OI% E/'% .;02Bb!"#$% J'*31&% *1234-2-2=% 3/'% '2*1(-2=% 8)+-12% !L;02!"#$% 42(% -3%
'#.&'++-12% -2%!"# $%&'?! MH! =14)>)! 6B! 3=5$MW+,-.16$2'/#1'! #2)0! B6/! 4)')/6(6&6#2! )-3/)22%6$I!
U4)!3=5$MW+,-.16$2'/#1'!16$'A%$2!A$!%$0#1%C()!U.!"LM!36(5>)/A2)!3/6>6')/:!A$0!)$160)2!B6/!
A$!L! ')/>%$A(!G%2SUA&! B#2)0! '6! 25$#1()%$! A$0!>6#2)!+,-.:!84%14! (A192! '4)!LE')/>%$A(! 2%&$A(!
3)3'%0)I!U4)!A2')/%29!%$0%1A')2!A!'4/6>C%$!1()A@A&)!2%')I!fH!=;=E,M+[!A$A(52%2!6B!'4)!JV:___!-!&!
2#3)/$A'A$'! B/6>! %$0#1)0!CA1')/%A(! (52A')I%U4)!7G! )*#'! 2'/A%$! 3?52=!8A2! '/A$2B6/>)0!8%'4! '4)!
3=5$MW+,-.16$2'/#1'! A$0! %$0#1)0!A2! %$0%1A')0!#$0)/![-3)/%>)$'A(!3/61)0#/)2I!MB')/! (52%2:! A!
JV:___!-!&!2#3)/$A'A$'!8A2!3/)3A/)0!A$0!A$A(5N)0!C5!=;=E,M+[I!?A$)!K*!K*P_!0%(#'%6$!DJ!k(He!
]n*! >6()1#(A/! >A22! 2'A$0A/02I! U53%1A(! 5%)(0! 8A2! A33/6-I! O_! >&! 3)/! 6$)! (%')/! 6B! CA1')/%A(!
1#('#/)I!
!
X<+a"[! PI!A;bA;% 424,0+-+% 18% 3/'% 8&4=5'23% 18% *1234-2-2=% 3/'% *434,03-*% F0+% 18% ;02!"#$%
.)&-8-'(% 60% 2-*T',% */&15431=&4./0?%]=W]=! 23)1'/#>! 6B! A! .PVISTO\! D()B'H! A$0! .SPI_K.\!
D/%&4'H!AI>I#I!'/53'%1!3)3'%0)!6C'A%$)0!B/6>!L%ELUM!3#/%B%)0!=5$+,-.I!U4)!23)1'/#>!/)3/)2)$'2!
'4)!3&+,-.!OOESO!3)3'%0)!16$'A%$%$&!'4)!Q,!DQ52PSH!%$!'4)!2#(B)$%1!6/!2#(B%$%1!A1%0!B6/>!D()B'!6/!
/%&4'!3A$)(!/)23)1'%@)(5H!
!
X<+a"[! SI% !,)343/-12'% .'&1#-(4+'% 4*3-J-30% -2% 3/'% \X7ZZZ% #% =% +).'&243423% 18% 64*3'&-4%
'#.&'++-2=% ;02!"#$% 1&% ;02% 4,12'?! U4)! JV:___! -! &! 2#3)/$A'A$'! 6B! '4)! 3=5$MW+,-.!
'/A$2B6/>)0! CA1')/%A(! (52A'):! 16$'A%$%$&! _IS! k&! =5$+,-.! DAH! 6/! JV:___! -! &! 2#3)/$A'A$'! 6B! '4)!
3=5$M! '/A$2B6/>)0! CA1')/%A(! (52A'):! )-3/)22%$&! )^#A(! A>6#$'2! 6B! =5$! A(6$)! DCH:! 8A2! #2)0! A2!
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)$N5>)!26#/1)I!,#/%B%)0!+,-O!B/6>!/A'! ')2'%2!8A2!#2)0!A2!16$'/6(!D1HI!U4)!23)1'/6346'6>)'/%1!
A22A5!B6/!&(#'A'4%6$)!3)/6-%0A2)2!8A2!3)/B6/>)0!%$!3/)2)$1)!6B!\>]!+=G:!A2!%$0%1A')0!#$0)/!
[-3)/%>)$'A(! 3/61)0#/)2I! ")A1'%6$! 2'A/')0!8%'4I! JP! k]!,QEFFGI!FB! '4)! '86!CA1')/%A(! (52A')2:!
6$(5!'4A'!16$'A%$%$&!=5$+,-.!)-4%C%')0!A1'%@%'5!AB')/!A00%'%6$!6B!,QFFGI!MC2)$1)!6B!A1'%@%'5!%$!C!
8A2!16$B%/>)0!C5!A00%'%6$!6B!/A'!')2'%2!+,-O!'6!/)0#1)!'4)!3)/6-%0%1!2#C2'/A')I!!
!
X<+a"[! .I!A1,'*),4&% (1*T-2=% .1+'% 81&% 3/'% *15.,'#% !;<L!"#$%]6()1#(A/! 0619%$&! 6B! +=G!
C6#$0! '6! '4)! A1'%@)! 2%')! 6B! '4)! 4#>A$!+,-.! D,;f! 160)*! J,\KHe! 6$! '4)! /%&4'! 2%0):! 450/634%(%1!
D/)0H! A$0! 450/6346C%1! D&/))$H! /)2%0#)2! 16$'/%C#'%6$! B6/! +=G! E!5%+,-K:! +=G! E!5%+,-O:! +=G! E!
5%+,-.! 16>3()-)2:! 8%'4! A2261%A')0! 16$2'A$'2! @A(#)2! D37HI! U4)! 37! @A(#)2! 6B! +=G! 8%'4! +,-K:!
+,-O! A$0! +,-.! %$0%1A')! '4A'! '4)! +=GE! +,-.! 16>3()-! %2!>6/)! 2'AC():! 84)/)! '4)! 450/6346C%1!
')/>!DG50H!16$'/%C#'%6$!%2!B#$0A>)$'A(!B6/!C%$0%$&!2'/)$&'4I%
!
X<+a"[!TI%;"C%424,0+-+%18%6-2(-2=%18%(-88'&'23%!"#+%31%"9:?%U4)!B%&#/)!/)3/)2)$'2!'4)!'53%1A(!
2)$26&/A>2! 6B! '4)! C%$0%$&!3&+,-.:!J&+,-8':!J&+,-QVK7! '6! %>>6C%(%N)0! ,;<I! P! k]! 6B! )A14!
)$N5>)!8A2!#2)0I!Q#/@)!A!v!3&+,-.e!Q#/@)!C!v!J&+,-QVK7e!Q#/@)!1!v!J&+,-8'e!Q#/@)!0!v!Gf=E
[,s:!3G!.IOI!M((!2A>3()2!8)/)!)-14A$&)0!'6!'4)!Gf=E[,s:!3G!.IO!C#BB)/!C5!LM,!14/6>A'6&/A345!
C)B6/)!A$A(52%2I! D"av!/)236$2)!#$%':!84)/)!K!"a!/)3/)2)$'2! '4)!C%$0%$&!6B!K3&!6B!3/6')%$!3)/!
2^#A/)!>>H!%
!
X<+a"[!VI%!"#$%&'=),43'+%`!`%+-=24,-2=?!DMHI!];M!J\K!1)((2!8)/)!'/A$2B)1')0!8%'4!A$'%2)$2)!
$#1()6'%0)2! '6! +,-.! 6/! +,-O! 6/! 21/A>C()0! $#1()6'%0)2! D16$'/6(H! B6/! JO! 4/! B6((68)0! C5! JJP!
$&W>(! X+X! '/)A'>)$'! B6/! K_!>%$:! A$0! (52)0! A2! /)36/')0! #$0)/! [-3)/%>)$'A(! ,/61)0#/)2I! Q)((!
(52A')2!8)/)!%>>#$6C(6'')0!8%'4!>6#2)!>6$61(6$A(!A$'%C605!'6!3462346E["7!6/:!'6!$6/>A(%N)!
3/6')%$! (6A0:! A$'%C605! '6! C)'A! 1A')$%$I! M#'6/A0%6&/A345! B6((68)0! %$1#CA'%6$! 8%'4! G",!
16$`#&A')0! A$'%E>6#2)! <&+I! ?A$)2! A/)! A2! B6((682*! K:! $6$E'/)A')0! 1)((2e! J:! X+XE'/)A')0! 1)((2e! \:!
X+XE'/)A')0:!+,-.E2%()$1)0!1)((2e!O:!X+XE'/)A')0:!+,-OE2%()$1)0!1)((2I!=%()$1%$&!8A2!)@A(#A')0!C5!
,Q"!A$0!2468)0!A!0)1/)A2)!6B!>"LM!C5!A33/6-I!O_i!B6/!C6'4!+,-.!A$0!+,-OI!U4%2!)-3)/%>)$'!
%2!/)3/)2)$'A'%@)!6B!A'!()A2'!B6#/!/)3(%1A')2:!'86!6B!84%14!>A0)!#2%$&!0%BB)/)$'!$#1()6'%0)2!D2))!
)-3)/%>)$'A(!3/61)0#/)2HI!!
!
=QG[][!K?%C'4*3-12%.43/>40%18%!"#+%('+*&-6-2=%3/'%'2M05'L+)6+3-3)3-12%5'*/42-+5?%U4)!
/A')!16$2'A$'!IZK! %2!)^#%@A()$'! '6!/)1%3/61A(!6B! '4)!@A(#)!6B! '4)!2(63)! %$!?%$)8)A@)/Ef#/9!3(6':!
84)/)! KW"FFG! %2! 3(6'')0! @2! t[uW@:!84%14! 5%)(02! '4)! ')/>!"K! %$! '4)! ;A(N%)(! )^$! DKHI! U4)! /A')!
16$2'A$'!IcsJ!/)3/)2)$'2!'4)!2#>!6B!'4)!/A')!16$2'A$'2!6B!'4)!'86!/)0#1%$&!4A(B!/)A1'%6$2!D%I)I!IZJ!
s!IZ\H! A$0! %2! )^#%@A()$'! '6! '4)! /)1%3/61A(! 6B! '4)! %$')/1)3'! %$! '4)! 2A>)!3(6':! 5%)(0%$&!"J! %$! '4)!
;A(N%)(!)^$!DKH!I 
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UMf?[!< 
;.'*-8-*%4*3-J-307%T-2'3-*%*1'88-*-'23+%42(%4..4&'23%&43'%*12+3423+%18%;02!"#$%42(%
;02!"#$FNYB%81&%3/'%&'()*3-12%18%"FSS<%60%!;<%
!!
[$N5>)! =3)1%B%1!A1'%@%'5!

k>6()2W>%$W>&!3/6'I!
"K!
Dk]!2H!

IZK!
D]EK2EKH!

"J!
Dk]!2H!

ITZJ!
D]EK2EKH!

=5$+,-.! _I_SPp_I_KO! K_PpPK! VIP-!K_\! .IVpT!-!K_\! KJIS!
=5$+,-.QTPM! _I_P.p_I_KT! KP\pO_! SIP-K_\! T_pS!-K_\! KJIO!
!
=3)1%B%1!A1'%@%'5!8A2!>)A2#/)0!6$!'4)!JV:___!-!&!2#3)/$A'A$'!6B!'4)!CA1')/%A(!(52A')!)-3/)22%$&!
=5$+,-.!6/!=5$+,-.QTPMI!X6/!9%$)'%1!A$A(52%2!)$N5>)!16$1)$'/A'%6$!8A2!1A(1#(A')0!A2!0)21/%C)0!
#$0)/![-3)/%>)$'A(!3/61)0#/)2I! =3)1%B%1! A1'%@%'5!8A2!3)/B6/>)0! %$! '4)!3/)2)$1)!6B!JPk]!,QE
FFG!A$0!\!>]!+=G!A2!2#C2'/A')2:! %$!'4)!3/)2)$1)!6B!LM;,G!A$0!$6$E(%>%'%$&!A>6#$'!6B!+=G!
/)0#1'A2)I!7%$)'%1!16)BB%1%)$'2!A/)!/)36/')0!A2!>)A$!p!2'A$0A/0!0)@%A'%6$!6B!'4/))!%$0)3)$0)$'!
)-3)/%>)$'2I!!
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UMf?[!<< 
;.'*-8-*%4*3-J-307%T-2'3-*%*1'88-*-'23+%42(%4..4&'23%&43'%*12+3423+%18%;02!"#$%42(%
;02!"#$FNYB%81&%3/'%&'()*3-12%18%"FSS<%60%"9:%
 
[$N5>)! =3)1%B%1!A1'%@%'5!

k>6()2W>%$W>&!3/6'I!
"1 
Dk]!2H!

IZK!
D]EK2EKH!

"J!
Dk]!2H 

ITZJ!
D]EK2EKH 

=5$+,-.! _I_OTp_I_KS! J_OpS_! OIV!-!K_\!! JTPpP_! \IP-K_\!
=5$+,-.QTPM! _I_PVp_I_K_! K.Jp\_! PIT-K_\! KSSp._! SI_-K_\!

 
Specific activity, kinetic analysis and quantification were performed as reported in Table I, except that 
GSH and GSH reductase were replaced by10!M PDI and non-limiting amount of bovine Trx 
reductase respectively.  
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UMf?[!<<<!
;.'*-8-*%4*3-J-30%18%(-+3-2*3%!"#+%>-3/%(-88'&'23%&'()*-2=%+)6+3&43'+ 
 
[$N5>)! ")0#1%$&!2#C2'/A')! =3)1%B%1!A1'%@%'5!

Dk>6()2W>%$W>&!3/6')%$H!
!
=5$+,-.!
!

+=G! _I_SPy!
5%U/-! #$0)')1'AC()!
5%,;<! _I_OTyy!

8-+,-O! +=G! K.IJ!
5%U/-! #$0)')1'AC()!
5%,;<! #$0)')1'AC()!

J&+,-Q,! +=G! _I_T!
5%U/-! PIKJ!
5%,;<! #$0)')1'AC()!

J&+,-1[VR! +=G! _IJS!
5%U/-! #$0)')1'AC()!
5%,;<! #$0)')1'AC()!

!
=3)1%B%1!3)/6-%0A2)!8A2!>)A2#/)0!6$! '4)! %$0%1A')0!)$N5>)2:!A2! /)36/')0!#$0)/![-3)/%>)$'A(!
3/61)0#/)2:!8%'4!JPk]!,QEFFG!A2!'4)!6-%0%N%$&!2#C2'/A')I!+=G:!5%U/-!6/!5%,;<!84)$!3/)2)$'!
8)/)!\>]:!Pk]!6/!K_k]!/)23)1'%@)(5I! =6#/1)!6B! =5$+,-.!8A2! '4)!CA1')/%A(!3)(()'! )-3/)22%$&!
'4%2!)$N5>):!8-+,-O!%2!A!3#/%B%)0!3/)3A/A'%6$!6B!+,-O!B/6>!/A'!')2'%2:!J&+,-Q,!A$0!J&+,-1[VR!
/)3/)2)$'!'4)!8%(0!'53)!A$0!'4)!Q"!>#'A')0!B6/>2!6B!'4)!J&+,-:!/)23)1'%@)(5!DJ.HI!y0A'A!B/6>!
UAC()!<e!yy!0A'A!B/6>!UAC()!<<I!!
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DmPHGPx         ----------MSA--NGDYKNAASIYEFTVKDTHG-NDVSLEKYKGKVVLVVNIASKCGL 47 !
yeastGPx3       ---------------------MSEFYKLAPVDKKG-QPFPFDQLKGKVVLIVNVASKCGF 38 !
HsGPx4          ---------MCAS--RDDWRCARSMHEFSAKDIDG-HMVNLDKYRGFVCIVTNVASQUGK 48 !
HsGPx1          ---------MCAARLAAAAAAAQSVYAFSARPLAGGEPVSLGSLRGKVLLIENVASLUGT 51 !
HsGPx7          MVAATVAAAWLLLWAAACAQQEQDFYDFKAVNIRG-KLVSLEKYRGSVSLVVNVASECGF 59 !
MmGPx7          MVAA-VATAWLLLWAAACAQSEQDFYDFKAVNIRG-KLVSLEKYRGSVSLVVNVASECGF 58 !
X.laevisGPx7    ---MYFAALVLLLSLSPSLQKSRDFYTFKVVNIRG-KLVSLEKYRGSVSLVVNVASECGY 56 !
                                       ..: :      * . . : . :* * :: *:**  *  !
!
!
DmGPx           TKNNYEKLTDLKEKYGERGLVILNFPCNQFGSQM-PEADG-EAMVCHLRDSKADIG--EV 103!
yeastGPx3       TP-QYKELEALYKRYKDEGFTIIGFPCNQFGHQE-PGSDEEIAQFCQLNYGVTFP----I 92 !
HsGPx4          TEVNYTQLVDLHARYAECGLRILAFPCNQFGKQE-PGSNEEIKEFAAG-YNVKFD----M 102 !
HsGPx1          TVRDYTQMNELQRRLGPRGLVVLGFPCNQFGHQENAKNEEILNSLKYVRPGGGFEPNFML 111 !
HsGPx7          TDQHYRALQQLQRDLGPHHFNVLAFPCNQFGQQE-PDSNKEIESFARRTYSVSFP----M 114 !
MmGPx7          TDQNYRALQQLQRDLGPHHFNVLAFPCNQFGQQE-PDTNREIENFARRTYSVSFP----M 113 !
X.laevisGPx7    TDSHYKALQQLQRDLGSHHFNVLAFPCNQFGQQE-PNSDREIENFIRKNYSVSFP----M 111 !
                *  .*  :  *        : :: ******* *  .  :     .     .        : !
!
!
DmGPx           FAKVDVNGDNAAPLYKYLKAKQTG------------------TLGS-GIKWNFTKFLVNK 144 !
yeastGPx3       MKKIDVNGGNEDPVYKFLKSQKSG------------------MLGLRGIKWNFEKFLVDK 134 !
HsGPx4          FSKICVNGDDAHPLWKWMKIQPKGKG----------------ILGN-AIKWNFTKFLIDK 145 !
HsGPx1          FEKCEVNGAGAHPLFAFLREALPAPSDDATALMTDPKLITWSPVCRNDVAWNFEKFLVGP 171!
HsGPx7          FSKIAVTGTGAHPAFKYLAQTSGK-----------------------EPTWNFWKYLVAP 151!
MmGPx7          FSKIAVTGTGAHPAFKYLTQTSGK-----------------------EPTWNFWKYLVDP 150 !
X.laevisGPx7    FSKTAVTGSGANTAFKYLIESSGK-----------------------EPDWNFWKYLVGP 148 !
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!! : *  *.* .  . : ::                                *** *:*: !
!
!
!
!
DmGPx           EGVPINRYAPTTDPMDIAKDIEKLL----------- 169 !
yeastGPx3       KGKVYERYSSLTKPSSLSETIEELLKEVE------- 163 !
HsGPx4          NGCVVKRYGPMEEPLVIEKDLPHYF----------- 170 !
HsGPx1          DGVPLRRYSRRFQTIDIEPDIEALLSQGPSCA---- 203 !
HsGPx7          DGKVVGAWDPTVSVEEVRPQITALVRKLILLKREDL 187 !
MmGPx7          DGKVVGAWDPTVPVAEIKPRITEQVMKLILRKREDL 186 !
X.laevisGPx7    DGKVVDAWGPTISVAEVRPHVTSLVRKIILKKKEEL 184 !
                .*     :        :   :   .           !
!
!
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