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SOMMARIO

Le Glutatione Transferasi sono una famiglia di enzubiquitari,
ampiamente distribuiti nell’organismo umano e da&cono parte
importante di un meccanismo cellulare integrataigposta allo stress
chimico e ossidativo, che coinvolge diversi sisteindetossificazione
interdipendenti tra loro. Piu precisamente, talziem agiscono nella
cosiddetta fase Il dopo l'intervento del sisteméaa®cromo P-450, il
principale responsabile delle reazioni della fasérd le quali la piu
importante sembra essere quella di ossigenazionen@erich, 1990). In
guesto modo la fase | produce un metabolita piubsie in acqua e
meno tossico che pud essere escreto direttameatehenspesso viene
utilizzato come substrato per le reazioni dellaefdls Queste ultime
prevedono la coniugazione del metabolita attivatb usa composto
endogeno polare come il glutatione (GSH), I'acidacgronico o la
glicina. Nella maggioranza delle specie la reaziche avviene piu
frequentemente nella fase Il & rappresentata dalteugazione con il
GSH, catalizzata dalle GST (Sheelwral, 2001). In ogni caso, le GST
realizzano la loro funzione di protezione -catalma ['attacco
nucleofilo del GSH ridotto, sotto forma di aniom@dto (GS), al centro
elettrofilo di un’ampia varieta di composti non @] endogeni e
xenobiotici (Armstrong, 1991).

A partire dagli anni ‘80 sono stati identificatimerosi polimorfismi
a carico delle GST (Haye=t al. 2000) che contribuiscono a definire le
differenze interindividuali in risposta a numerasimposti xenobiotici,
compresi farmaci e chemioterapici. Sebbene ormabsstai identificati
polimorfismi per tutte le GST citosoliche, ai fidei nostri studi,
risultano di particolare interesse quelli riguarilden GSTP1, GSTM1 e
GSTT1.

Nel caso delle GSTM1, sono stati individuati siai@i duplicazione
che di deplezione genica (Widersten & al. 1991 Xu S. et al. 1998);
gueste variazioni sembrano essere responsabilindi differenza di
attivita nei confronti dei perossidi.

Per la GSTP1 sono state identificate quattro vdrialteliche che
differiscono a livello degli aminoacidi 104 e 11A8li(Osman F et al.
1997; Harries L.Wet al1997; Watson MAet al.1998).

In fine, per quanto riguarda il gene GSTT1 dellassk Theta, esso
risulta deleto nel 10%-20% degli individui (Pemite et al. 1994,
Rebbeck T. M., 1997; Strange R. C., Fryer A., 199@xli individui
Theta nulli, la perdita del gene comporta una taloapacita dell’enzima
a coniugare il GSH con alcuni substrati quali ibmoetano (DBE), il
Diclorometano (DCM), I'etilene ossido (EO) e il nidtromuro (MB)
(Sherhatt P. ktal 1997; Guengerich F. Bt al. 1995).

Il clorambucile € un agente alchilante a base ditaaisato nel
trattamento primario della leucemia linfocitica miea, la piu comune
leucemia nei paesi occidentali (Foenal, 1990). Esso sembra svolgere
la sua funzione citotossica mediante formazioneghmi interstrand di
DNA che possono portare la cellula a morte per sgsopUno studio ha
riportato che le varianti alleliche della GSTP1-bsgono differire
significativamente con I'enzima wt nella capacitd&atmare il prodotto



di coniugazione GSH-CHL, indicando questi polimami come
potenziali responsabili dello sviluppo della farmaesistenza (Pandya
et al, 2000).

Il benzene € un composto ubiquitariamente presexitambiente, in
particolare come prodotto del petrolio (Snyderl.,1993) e del fumo
di sigarette (Beskt al, 2001). L’'esposizione al benzene, che risulta
particolarmente frequente per alcune categorieadorhtori, € stata
associata con numerosi effetti dannosi per la satoediati da intermedi
genotossici e citotossici che inducono danni al Dkexsonet al,
1985; Yagetet al, 1990; Zhanget al, 1993; Kimet al, 2004) tanto che
il benzene e stato riconosciuto come agente cagemmdi primo livello
(WHO, 1993). L’'esposizione al benzene si verifi@ngralmente per
inalazione e la misura di benzene nell'urina o smhgue € utilizzata
come marker di una recente esposizione (Weisal, 1996; Ashleyet
al., 1994). Alcuni studi indicano che sia la Gligae trasferasi T1
(GSTT1) che la Glutatione trasferasi M1 (GSTM1)samplicate nella
detossificazione del benzene ossido (Snyteal, 1993; Ross, 1996).
L’assenza del gene di queste proteine comporteetditp dell’attivita
enzimatica (Alveset al, 2002; Seidegareét al, 1988;Sprengeet al.,
2000).

La GST P1-1 €, tra i membri della famiglia delle TG piu espressa
nelle linee cellulari tumorali (Doroshow et al.,, 98). In modo
particolare, tali linee cellulari contengono livedumentati di GSTP1-1
rispetto al tessuto sano (Eateinal, 1999; . Tsuchidat d., 1992; Peters
et d., 1989), e la sua espressione e, generalmentersamente
proporzionale alla prognosi e alla risposta ad tgelmemioterapici
(Nishimuraet al., 1998). Tuttavia, al contrario di quanto accaddanel
maggior parte dei tumori umani, nel tumore dellaspata la GSTP1-1
sembra essere assente (le¢al, 1994; Moskalulet al., 1997; Murray
et al., 1995; Sullivanet al, 1998), mentre risulta presente nelle cellule
epiteliali basali del tessuto sano le quali venggerse durante lo
sviluppo del tumore invasivo (Lest al, 1994; Moskalulet al, 1997).
L'assenza di espressione della GSTP1-1 nel tessummrale risulta
associata ad una ipermetilazione del promotore gebditeina stessa (Lee
et al, 1994; Brook®t al, 1998; Millar et al, 1999).

Oltre alle GST ben caratterizzate dei mammiferncsetate studiate
anche GST provenienti da altri organismi sia eutiareahe procariotici
(Sheehan et al., 2001), tra cui i cianobatterigha@lblu-verdi, considerati
progenitori dei cloroplasti vegetali. (Bryant, DAt al, 1986). Il
cianobatterio Synechocystissp. PCC 6803 e diventato un sistema
modello per numerosi studi molecolari e biochimeampresi studi sulla
fotosintesi (Gombogt al, 1992), risposta allo stress (Hagemannew.
al.,1990) analisi riguardanti I'heat shock (Suzuletlal, 2001).

Il sequenziamento del suo intero genoma ha peomédssssegnare,
sulla base delle omologie di sequenza, putativii ritmzionali alle

diverse proteina codificate, tuttavia molte di daeproteine devono
ancora essere caratterizzate da un punto di vistaimico e fisiologico.

In particolare sono state individuate tre putatglatatione trasferasi
(sllo067, sll1147 e sll1545).



Scopo del Lavoro

La prima parte del mio progetto di dottorato sigmoee di analizzare da
un punto di vista cinetico la funzionalitd delleriaati alleliche della
GST P1-1 e di valutarne lattivita in risposta ahttamento con il
chemioterapico clorambucile. Per raggiungere quesiettivo, i mutanti
1104V, A113V e 1104V/A113V sono stati clonati, espsi in cellule di
E.coli TOP10 e purificati mediante cromatografia per rétfi al
glutatione. Le proteine ottenute dalla purificaamono state utilizzate
sia per la caratterizzazione biochimica in presehzdiversi cosubstrati
(CDNB, EA, NBD-CI), sia per effettuare prove di rresstabilita a
diverse temperature (10°C-55°C), sia per valutaféetto inibitore del
clorambucile. Inoltre, € stato possibile determgnarmediante
cristallografia a raggi X, l'interazione del clorhaotile con il sito attivo
di queste varianti alleliche in modo da valutéegdntuale variazione di
legame tra I'enzima wt e i suoi mutanti.

Un secondo punto preso in considerazione nel abebmio progetto
di dottorato € stato quello relativo allo studio delimorfismi, non solo
della GSTP1-1, ma anche delle GSTT1-1 e della GSIM1
specialmente nelle loro forme polimorfiche piu dié (date dalla
delezione dei geni GSTM1 e GSTT1). In modo paréioolla nostra
attenzione si e focalizzata sul ruolo che tali polifismi potrebbero
avere in soggetti occupazionalmente esposti al dsenzA tale scopo
sono stati condotti studi di genotipizzazione pgemi GSTT1, GSTM1
e GSTP1l (anche se lanalisi di quest'ultimo non tatas ancora
terminata), condotti su DNA estratto da campionisdngue intero,
accompagnati da studi di carattere fenotipico valsaggiare I'attivita
specifica degli enzimi GSTP1-1 e GSTT1-1 presem campioni,
utilizzando i substrati specifici per questi enzifrispettivamente,
CDNB e EPNP). Anche in questo caso le analisi sormora in fase di
svolgimento.

La terza parte del mio dottorato e stata basatl stlidio della
GSTP1-1 in linee cellulari tumorali immortalizzateprostata a diverso
grado patologico. In questo contesto i nostri sea@ho consistiti nella
coltura di linee cellulari immortalizzate della ptata e nella valutazione
dell'alterazione di espressione della GSTP1-1 swmliemte tecnica del
Western Blotting, sia mediante saggio dell’atéw@nzimatica.

In fine, una parte importante del mio dottoratdaasimpiegata nella
caratterizzazione biochimica di una delle tre G8fuenziate a partire
dal genoma del cianobatter®ynechocystis PCC 680Gli esperimenti
di caratterizzazione biochimica sono stati basalfirsdividuazione della
corretta modalita di purificazione di questo enzisal’analisi delle sue
proprieta cinetiche in base sia allo studio ddivégga enzimatica, in
presenza di diversi cosubstrati, (CDNB, EA, EPNBDNCI e Cu-
OOH), che allo studio della dipendenza dell’atéviénzimatica alla
concentrazione di GSH utilizzata. Sono stati cotdobltre, studi sulla
stabilita termica dell’enzima a diverse tempera(@@ C-55°C). In fine,
gueste analisi di tipo biochimico sono state acagnate da studi di
modeling e analisi della sequenza primaria di f@eteina mirati a
definirne la struttura tridimensionale e le origifilogenetiche. In
conclusione, si é cercato di capire se tale pratfase indotta in seguito
a stress dato dall’esposizione delle cellul&yhechocystialla luce UV.



Risultati e discussione

La purificazione ha dato risultati simili per tugfi enzimi (GSTP1-1
wt, 1104V, A113V e 1104V/A113V), data la loro similaffinita per il
GSH. Infatti, gli studi cinetici condotti sulla G8T-1 wt e sui suoi
mutanti hanno permesso di stabilire che il sitiedame per il GSH (sito
G) non € influenzato dalla presenza delle mutazioni

Saggiando I'attivita specifica dei mutanti della T#3-1 (1104V,
A113V 1104V/A113V) in presenza di tre differenti-sabstrati (CDNB,
EA, NBD-CI) non sono state trovate differenzevasti, fatta eccezione
per il mutante 1104V (*B) che ha mostrato una digativa riduzione
dell'attivita nei confronti del CDNB.

Inoltre, & stato possibile osservare un aumentwaleri di Km“°"8, ad
indicare che la mutazione (da lle a Val) puo infizere il legame del
CDNB probabilmente a causa della differente idrafith o della
differente grandezza tra i due residui.

Nel caso dellEA, la Tyr108 svolge un ruolo impart& nella reazione di
addizione di Micheal poiché stabilizza lo statotrdinsizione grazie al
Suo gruppo idrossile; per questo mutazioni a catic@sidui localizzati
vicino alla Tyr1l08 possono alterare la catalisi.alttordo con quanto
detto sopra, € possibile osservare nel mutanteM10% decremento di
circa 2 volte nei valori di .

In fine, usando [I'NBD-CI come cosubstrato, il pipae
cambiamento osservato nel mutante 1104V é rappiatsedalla forte
riduzione del valore dik; e di efficienza catalitica (da 250+12 snM a
37+5 ' mM). E’ stato riportato che nella reazione chevsiifica
usando I'NDB-CI come cosubstrato, lo step limitartienatura fisica, €
dato dai lenti movimenti dell’elica 4 su cui sdnoalizzati sia il residuo
Tyrl08 che llel04 (Caccurt al, 1996). Tale rigidita € data dalla
possibile presenza di un legame idrogeno tra ipgouidrossile della
Tyrl08 e I'atomo di ossigeno dellNBD-CI; infattila perdita di tale
legame nel mutante Y108F comporta un aumento dad¥ volte del
valore di kq (Lo Belloet al.,1997).

La stabilita termica della GSTP1-1 wt e delle swaianti all’eliche
(1104Vv, A113V e 1104V/A113V) € stata saggiata inaodo i vari
enzimi a differenti temperature (10-55°C) per 15wumi | nostri studi
non indicano alcuna riduzione dell’attivita enziroat anche protraendo
'esperimento fino alle 24h il risultato, per tutke varianti alleliche.
Solamente dopo una breve incubazione a 50°C abbas®ervato una
minore termostabilita del mutante 104 rispettoealtima wt, in accordo
con esperimenti precedentemente condotti (Johametsdn 1998).

Per quanto riguarda l'interazione tra il CHL e I&8T3?1-1 wt e i suoi
mutanti, nel corso del lavoro da noi condotto setaii effettuati studi
cristallografici (Parker M, dell’'universita di Meadoirne) che ci hanno
permesso di osservare come questo agente cherpiotersi vada a
collocare nel sito-H dell’enzima, secondo le stessmlalita in tutti i
mutanti e nell'enzima wt.

L’analisi del genotipo della GST M1-1 e T1-1, cottdosu un
campione di 183 individui di cui 157 occupazionatrge esposti al
benzene e 24 controlli, ha dimostrato che il gevlemrfico GST M1 e



assente nel 45 % circa degli individui, mentredahg polimorfico GST
T1 e assente nel 10% circa degli stessi individui

Il nostro progetto prevede, oltre alla genotipizaae della GSTT1 e
GSTM1 descritta precedentemente, anche I'analisi pgdimorfismi
della GSTP1-1 negli stessi soggetti oltre ad uriandi tipo fenotipico.
La prima verra eseguita sfruttando le tecnica dé¥@R e del
sequenziamento genico. La seconda mediante saggiattiita
enzimatica direttamente su lisato di eritrocitipdacentrifugazione per
rimuovere la membrana sia in presenza di CDNB (satlosdella GST
P1-1) che di EPNP (substrato preferenziale delld G51).

Le analisi condotte sulla GST short ci permettonott&nere una prima
caratterizzazione di questo enzima.

In primo luogo é stato possibile osservare una ausimilarita di
sequenza con le GSTI e GSTIII dea mays particolarmente a carico
dei residui presenti nel sito G. Inoltre, dalle lesiaondotte sull’attivita
specifica dell'enzima in presenza di differenti wostrati (CDNB, EA,
EPNP, Cu-OOH e NBD-CI) é stato possibile osservama buona
attivita perossidasica dell’enzima. Dagli studsthbilita termica risulta
che la GST short € molto piu termolabile della G&TPumana, infatti
la sua attivita si riduce gia a partire dai 40°Cdigenta piu bassa
dell’88% a 50°C. Anche in questo caso la bassaliséatlel’enzima a
partire da temperature inferiori rispetto a quetiestrate dalla GSTP1-1
umana potrebbe essere attribuita alla sua divensausa.

In fine, per quanto riguarda I'analisi dei livetli GSTP1-1 in linee
cellulari prostatiche mediante tecnica di Westelottlg, la presenza
della banda corrispondente alla GSTP1-1 risultaresparticolarmente
evidente nelle cellule iperplastiche benigne (BRR rappresentano il
nostro controllo positivo. Si tratta, infatti, deltule che presentano un
certo grado di iperplasia ma che non sono tumopali; questo motivo
risulta evidente la presenza dell’enzima GSTPleliilpromotore non &
metilato. Nelle linee cellulari tumorali del grupi@®, associato ad una
prognosi positiva per il paziente, la banda di esgione della GSTP1-1
risulta presente ma con un’intensita minore rigpettquella presente
nelle linee cellulari iperplastiche benigne. Inejtin base agli studi da
noi condotti, ad un maggiore livello di aggressivilel tumore (linee
cellulari del gruppo G1, associate ad una peggmmagnosi per il
paziente) corrisponde una sempre minore espressii@iia banda
relativa alla GSTP1-1 che, infatti, risulta deltbtutssente nelle linee
cellulari tumorali metastatiche, LNCaP (controliegativo).

Ulteriori analisi di western blotting condotte anda ad analizzare la
presenza delle GSTT1-1, GSTM2-2 e GSTA1-1, ci haoenesso di
escludere che la scomparsa della GSTP1-1 fosseuatctee modo
compensata dalla comparsa di GST appartenentiredcédssi.

In fine, i valori di Attivita Specifica, calcolatisando GSH1 mM e
CDNB 1mM, risultano progressivamente piu bassi qads dalle linee
cellulari iperplastiche benigne (HBP) fino a divemat nulli nelle linee
cellulari tumorali metastatiche, LNCaP ad ultericosferma di quanto
osservato mediante Western Blotting.



ABSTRACT

Glutathione S-transferases (G$Tare considered part of a
coordinated defence strategy, together with othe&H@&ependent
enzymes, the cytochrome P450s (Phase | enzymesoamel membrane
transporters (Phase Ill) such as MRP1 and MRPZ2enwve from the
cell the products of oxidative stress generate@r aifhteraction of
reactive oxygen species, that escape the first dihedefense, with
cellular macromolecules such as DNA, lipids andeirns.

Glutathione S-transferases (EC 2.5.1.18) catallggecbnjugation of
glutathione (GSH) with a variety of toxic compounsarcinogens,
anticancer drugs, reactive oxygen species and ptedaf cellular
metabolism) that contain an electrophilic atom, cabon, nitrogen or
sulphur. In mammals, there are three major famitiégproteins that
exhibit glutathione transferase activity: two okesle, the cytosolic and
mitochondrial GSTs, comprise soluble enzymes, wthike third family
are microsomal (MAPEG) and are referred to as man#associated
proteins in eicosanoid and glutathione metabolistayés et al., 2005).
The human cytosolic GSTs are dimeric proteins; eadiunit contains a
very similar binding site for GSH (G-site) and ac@ad one for the
hydrophobic co-substrate (H-site). Structural ddfeces at the H-site
confer a certain degree of substrate selectivitye iuman cytosolic
GSTs can be grouped into at least seven geneendept classes on
the basis of their amino acid sequence and immgneab properties:
Alpha, Mu, Pi, Sigma, Theta, Omega, and Zeta

Cytosolic GSTs display polymorphisms in humans, tmsl is likely
to contribute to interindividual differences in pesises to xenobiotics .
A lot of studies suggest that that combinationpalmorphisms in Mu,
Pi, and Theta class GST contribute to diseasedajavent.

In the first part of this work we analyzed three meoon
polymorphisms in the GSTP1, GSTT1l, and GSTM1 geaiker
decrease or abolish GST enzyme activity: the GSalRlic variants,
that differ at either a single codon position (01 (HGSTP1*A),
Vall04 (HGSTP1*B), Vall1l3 HGSTP1*D) or at two difémt positions
(Vall04/Val113 (HGSTP1*C)), and the homozygous tiets of the
GSTT1 or GSTM1 gene that lead to an absence ofneaizy activity
The commonly used anti-cancer drug chlorambucilthe primary
treatment for patients with chronic lymphocytic keemia.
Chlorambucil has been shown to be detoxified by durglutathione
transferase Pi (GST P1-1), an enzyme that is dftend over-expressed
in cancer tissues. The allelic variants of GST Pdrd associated with
differing susceptibilities to leukaemia and diffemarkedly in their
efficiency in catalysing glutathione (GSH) conjugatreactions. Here,
we perform detailed kinetic studies of the allelariants with the aid of
three representative co-substrates. We show tleatliffering catalytic
properties of the variants are highly substrateeddpnt. We show also
that all variants exhibit the same temperatureilgiam the range 10 °C
to 55 °C. We have determined the crystal structafe&ST P1-1 in
complex with chlorambucil and its GSH conjugate faro of these
allelic variants that have different residues asiff)ons 104 and 113.
Chlorambucil is found to bind in a non-productivede to the substrate-



binding site (H-site) in the absence of GSH. Thasuit suggests that
under certain stress conditions where GSH leveldaav, GST P1-1 can
inactivate the drug by sequestering it from theraurding medium.
However, in the presence of GSH, chlorambucil bimdthe H-site in a
productive mode and undergoes a conjugation regactith GSH
present in the crystal. The crystal structure & @GSH—chlorambucil
complex bound to the *C variant is identical witret*A variant ruling
out the hypothesis that primary structure diffeemndoetween the
variants cause structural changes at the actigeREnally, we show that
chlorambucil is a very poor inhibitor of the enzynre contrast to
ethacrynic acid, which binds to the enzyme in allamashion but can
act as both substrate and inhibitor.

In another part of this work we determined in fheripheral blood
lymphocytes of 157 workers exposed to benzenegudmindividuals
not exposed as external controls, the presencepaimorphic genes
GSTT1 and GSTM1 and the distribution of GSTP1 illeariants. We
have also evaluated the glutathione transferas83 Y @ctivities and the
levels of glutathionylated hemoglobin in the RBCtloé same samples.
Because this study is in progress again, we catdbdish the finals
conclusions.

During my Phd project | have also analyzed thegimes of GSTP1-1
enzyme in prostatic cancer cells lines. In contrést frequent
overexpression of GST-pi observed in many typesaufcer, the vast
majority of primary human prostate tumors containdetectable GST
pi. So, this enzyme is abundant in normal prodtatal epithelial cells,
but basal cells are lost during development of sixe cancer. Absence
of GST pi expression in human prostate cancer mapanied by
hypermethylation of regulatory sequences within tB8T pi gene,
whereas no such hypermethylation is present in abtissues or benign
prostatic hyperplasia (HPB). So we employed Wedbtéwhanalysis and
specific activity assays to measure GST pi expoessn diferrents
prostatic cancer cells lines selected on the hafsikeir tumor staging.
We have analyzed HBP lines (positive controls), Gdlls lines
(associated with a negative prognosis), G2 cefissli(associated with
good prognosis) and LNCaP (negative controls) hatdand of this study
we observed that the most relevant expression 8T @ was detectable
in HPB cells, but also in G2 and G1 cells is polgsto note a very low
presence of this enzyme.

The last part of my project comprehend the puritca and the
enzymatic caratherization of a new GST, called G&drt, sequenzed
by the cyanobacteria Synechocystis sp PCC 6803enome.
Cyanobacteria represent a group of widely distebufprokaryotes
performing oxygenic photosynthesis similar to pdanthis, together
with their generally accepted role as progenitdrplant plastids, and
their ease of genetic manipulation, has made themeraely useful in
studies of environmental gene regulations and thechamnism of
oxygenic photosynthesis.

In according to its phylogenetic origin, GST shpresents a very
similar G-site sequence with the sequence preljiodsscribed for
GSTI and GSTIII ofZea maysilt is also active towards several classical
substrates, but at the same moderate rates thatbeen observed for
other glutathione transferases derived from prakas, Particulary, it
was possible observe a strong perossidase actiWly. have also



analyzed the GST short thermal stability respech@STP1-1 (10°-
55°C) and the results indicate that the cyanobiattenzyme is less
resistant at this temperatures than human enzywigaply because its
different structure.

The cloning, expression and characterization of tyanobacterial
glutathione transferase is also described . Thailplessignificance of
the observed catalytic properties is discussetiencontext of structural
organization and glutathione transferase evolution.
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ABBREVIAZIONI

GST: glutatione trasferasi

GSH: glutatione

CDNB: 1-cloro-2,4-dinitrobenzene

EA: Acido Etacrinico

NBD-CI: 4-chloro-7-nitrobenzofurazano
Cu-OOH: Cumene idroperossido

CHL: Clorambucile
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INTRODUZIONE

1. Le Glutatione Trasferasi
1.1 GST: definizione e proprieta generali

Le Glutatione Transferasi sono una famiglia di enzibiquitari e
ampiamente distribuiti nellorganismo umano. Questizimi sono
implicati nei processi di detossificazione cellelaatalizzando I'attacco
nucleofilo del glutatione ridotto al gruppo eleftim di numerosi
composti tossici, siano essi xenobiotici o di orggiendogena. Tra |
substrati esogeni per le GST ci sono pesticidiméan, intermedi
industriali e carcinogeni; questi substrati etdir comprendono
epossidi,alogenuri alchilici e arilici,esteri, alcheni attivati, chinoni e
composti carbonilice,p-insaturi(Hayes & Pulford, 1995; Mannervick &
Danielson, 1988). Per quanto riguarda i composbridjine endogena,
essi sono rappresentati prevalentemente da prodigtio stress
ossidativo. In aggiunta alla loro attivita trasfgica, alcune isoforme
mostrano anche un’attivita glutatione perossidasicglenio-
indipendente, che consente loro di catalizzare ithizione degli
isoenzimi esibiscono, invece, un’attivita isomerasiaggiuntiva nei
riguardi di vari composti insaturi come A°-3-chetosteroidi, I'acido
maleilacetocetico ed il maleilacetone (Mannervié8@). Inoltre, le GST
sono anche in grado di legare composti endogerii gleaicotrieni e le
prostaglandine, intervenendo sia nel loro catabwlistramite la classica
reazione di coniugazione con il GSH, sia nel lorocpsso di biosintesi
(Meyeret al, 1996).

In aggiunta a queste attivita enzimatiche, le glote trasferasi
possiedono anche una funzione non catalitica mioitportante che
consiste nella capacita di legare una vasta ganireasthnze chimiche
“non-substrato”: da questo deriva il loro nome i@z di “ligandine”
(Litwack et al, 1971). Questi enzimi, infatti, possono legare
covalentemente ed in maniera irreversibile tutta serie di metaboliti
reattivi rappresentati da carcinogeni, agenti clogenapici, insetticidi,
erbicidi, idrocarburi policiclici aromatici (PAH) azocoloranti. Questa
interazione provoca la perdita dell’attivita enztioa, ma nonostante
cio, risulta essenziale in quanto serve a proteglgecellule da sostanze
tossiche che, altrimenti, potrebbero interagire €@NA ed altre
macromolecole, danneggiandole (Hayes & Pulford5).99

Inoltre, le glutatione trasferasi sono anche indgrali trasportare
all'interno delle cellule, legandole non covalen&me, molte sostanze
organiche tra cui ormoni steroidei e tiroidei, faibina, acidi biliari, acidi
grassi, eme, antibiotici e numerosi farmaci (Lisskw 1993), il che fa
ritenere che queste proteine, oltre alla funziamareatica e di deposito,
possiedano anche funzioni di trasportatori intlataii.

Infine, le GST intervengono nella modulazione ¢ di trasduzione
del segnale, sia indirettamente, grazie al loromaagimento nel
metabolismo dei lipidi, alcuni dei quali agiscormme molecole-segnale
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intracellulari, sia direttamente, regolando l'atévdi proteine come la
Jun chinasi ed altre chinasi coinvolte nella via@ptica (Hayest al,
2005).

1.2 Classificazione ed Evoluzione

Si distinguono tre diverse famiglie di GST:

Citosoliche: proteine solubili, attive in forma dimerica, in cui
ciascuna subunita ha una lunghezza compresa 8@ € 1 244 aa. Sulla
base della loro similarita di sequenza, nei manmngedistinguono 7
classi di GST citosoliche denominate Alpha, Mu, t&h@i, Omega, Zeta
e Sigma.

Mitocondriali : ad essa appartiene un enzima, denominato Kappa,
trovato nei mitocondri e nei perossisomi e stratimente distinto dalle
GST citosoliche.

Microsomiali o MAPEG (Membrane Associated Proteins in
Eicosanoid and Glutathione metabolism) sono componenti integrali
di membrana in frazioni cellulari mitocondriali eiarosomiali; questa
famiglia & suddivisa in quattro sottogruppi a cppartengono diversi
enzimi. Alcuni membri di questo gruppo coniuganG8H come le GST
citosoliche, ma le GST microsomiali sono proteiegate alla membrana
non correlate alle GST solubili.

La nomenclatura delle GST é basata sulla similaiteequenza e la
suddivisione in classi con le sequenze piu strettaencorrelate. Membri
di una stessa classe possono avere piu del 90#%eukita di sequenza,
sulla base di questo tutti i geni che codificano |peGST di una data
classe si trovano sullo stesso cromosoma (Tabglla 1

Tabella . 1.Glutatione trasferasi solubili umane, classi, @lizzazione cromosomica dei loro geni. Tratta e
modificata da Mannervik Bet al.2005.

Enzima Classe Gene Localizzazione
cromosomica
GSTAl-1 Alpha GSTAL 6pl2
GSTA2-2 Alpha GSTA2 6pl2
GSTA3-3 Alpha GSTA3 6pl2
GSTA4-4 Alpha GSTA4 6pl12
GSTA5-5 Alpha GSTA5 6pl12
GSTM1-1 Mu GSTM1 1p13
GSTM2-2 Mu GSTM2 1p13
GSTM3-3 Mu GSTM3 1p13
GSTM4-4 Mu GSTM4 1p13
GSTM5-5 Mu GSTM5 1p13
GSTP1-1 Pi GSTP1 11913
GSTT1-1 Theta GSTT1 22q11.2
GSTT2-2 Theta GSTT2 22q11.2
GSTZ1-1 Zeta GSTZ1 14q924.3
GSTO1-1 Omega GSTO1 10924.3
GSTO2-2 Omega GSTO2 10g24.3
PGD2/GSTS1-1 Sigma PGD2 4g22.3
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Oltre alle GST ben caratterizzate dei mammifernosetate studiate
anche GST provenienti da altri organismi sia eutiarehe procariotici
(Sheeharet al, 2001) quali :

piante
insetti
funghi
procarioti

1.3 GST nelle piante

Studi di allineamento di sequenza hanno portatm@ir@ariamente,
all'identificazione di tre differenti gruppi di GSThelle piante,
denominati GST di tipo | (include enzimi con attévidetossificante
verso gli erbicidi), 1l (GST Zeta) e Il (comprenmde una GST
inducibile dall’auxina) (Marrs, 1996; Droog et al993).

Studi successivi (Edwards et al.,, 2000) hanno foriad una
suddivisione di questi enzimi in due classi: Plgqtl) e Tau ( tipo IlI).
Gli enzimi di tipo Il sono inclusi nella classe de¢ quelli di tipo IV
nella classe Theta.

Studi cristallografici condotti sulle GST di svasgapiante hanno
evidenziato un omlogia con le GST animali, fattaeztone per un
residuo nella regione N-terminale dell’enzima clseillta essere una Y
nelle GST animali e una S in quelle di piante éen@IST di classe Zeta
e Theta di altri organismi (Boaet al, 1997).

Oltre alle GST della piantArabidopsis thaliana (Reinemeret al,
1996), anche le GST di tipo | e di tipo Il dea mayssono state
abbondantemente studiate. Nella GST | (Fig. 1) sshngio, in cui €
possibile riconoscere due monomeri di 214 resitagcuno e divisibili
in un dominio N-terminale e uno C-terminale, e cstatentificato un
residuo di F nella posizione 35 del sito attivogatelle altre piante e
solitamente occupata da un residuo di leucina)uil raolo potrebbe
essere quello di formare un core idrofobico in grddospitare substrati
aromatici come il CDNB con una maggiore affinita.

Fig 1. Rappresentazione del dimero della GSTZeth maygda Neuefeinet al, 1997)
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Nella GST Ill é stato, invece, possibile distingueall'interno di
ciascun monomero, un piccolo dominio N-terminakesiglui 1-77) con
una struttura del tipddoapappae, ed un grande dominio C-terminale
(residui 92-220) tutto ad eliche. | due domini risultano essere connessi
tra loro da una regione di 14 aa; inoltre, e sitad@aviduata una regione
compresa tra i residui 33 e 44 con una elevataifigi$a la cui funzione
potrebbe essere quella di modulare I'affinita @gl¥ima per il substrato.

1.4 GST nei procarioti

Alcuni studi, hanno portato ad identificare 'ongi del metabolismo
del glutatione nei batteri (data la sua elevatagmea in cianobatteri,
fototrofi Gram negativi ed alcuni Gram positivi). partire da questa
evidenza, sono stati condotti una serie di studilitheamento multiplo
(Vuilleumier, 1996) che hanno evidenziato un elevajrado di
conservazione tra i residui presenti nelle GSdlasse Alpha, Mu e Pi e
qguelli presenti negli enzimi batterici. Ulteriornaisi di tipo catalitico
condotte utilizzando il CDNB come cosubstrato, lmaimvece permesso
di dedurre la scarsa attivita trasferasica nelld @&teriche alle quali &
stato comunque possibile attribuire altre funziograzie alla
cristallizzazione delle GST @roteus mirabilise diE.coli (Fig.2).

La GSTB1-1 e I'isoforma meglio caratterizzata lgare isolate da
P.mirabilis. Essa e dotata di una buona attivita nei confrdinsubstrati
tipici come il Cu-OOH, I'EA e 'EPNP e presentagpltre, un residuo di
Cys all'interno del sito G in posizione 10 (che asgostituire i comuni
residui di Tyr o di Ser) portando alla formaziornieud ponte disolfuro
tra il suo gruppo tiolico e il GSH; tale disolfupresenta un’elevata
reattivita scambiando molto rapidamente il GSHspntée nel suo sito
attivo con quello presente nel pool esterno (Cacetiral.,, 2002).
Durante la transitoria co-esistenza di due moledol&SH nel sito G,
'enzima rimane in una forma ossidata che non gtimette di reagire
con il centro elettrofilo del secondo substratdatio che la Cys 10 sia
un residuo essenziale nella GSTB1-1 cosi come hetlzdoxina mentre
e assente nelle GST evolute, ha permesso di irdiaaBSTB1-1 come
enzima di transito tra la superfamiglia delle GSTqgeella delle
ossidoreduttasi (glutaredoxina e tioredoxina). potési € che nel corso
dell’evoluzione, la sostituzione del residuo di &g uno di Tyr abbia
portato alla perdita dell'attivita reduttasica iavére di quella di
coniugazione.

Per quanto riguarda le GST Hicoli, esse sembrano essere codificate
da un cluster di otto geni, di cui solo due sembrdare dei prodotti
definiti: il genegst (che codifica per una proteina la cui funzione gon
ancora ben nota) (Nishidg al., 1996) e il genesspA(che codifica per
una proteina probabilmente implicata nei  meccanisndi
downregolazione dell’attivita RNA polimerasica iondizioni di carenza
di nutrienti).

Studi di allineamento multiplo condotti sulle odequenze geniche
identificate inE.coli hanno permesso di identificare una regione dacir
17 residui, di cui la maggior parte presenti nemdoo N-terminale,
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altamente conservati e implicati nel preservareelgimenti chiave della
struttura tridimensionale.

Solo alcuni dei residui conservati sono localizzail'interfaccia tra
le due subunita, questo proprio a conferma deb fakte i 17 residui
indicati sono maggiormente implicati nella conserwae della struttura
terziaria piuttosto che in quella quaternaria.

Infine, due di questi residui (G66 ed E65), si &ww nel sito di
legame con il GSH e interagiscono co-darbossile e fi-ammide del
residuoy-glutammico, ad indicare che gli omologhi possoegate |l
GSH o altri ligandi simili.

(b)

Fig. 2. Rappresentazione della GST Hicoli, in complesso con il glutatione sulfonato. (da
Nishidaet al, 1998)
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1.5 Le GST citosoliche

Proteine attive in forma omo- ed etero-dimerican aen peso
molecolare per monomero compreso tra i 20 kD ek30

Nei mammiferi sono state identificate sette clas<sST citosoliche
sulla base non solo della loro struttura primamaa anche della
specificita di substrato e delle caratteristichenumologiche (Abdallaet
al., 2002). Alle sette famiglie individuate nei manfeni, Alpha @), Mu
(w), Pi @), Sigma ), Theta §), Omega @) e Zeta (), (Mannerviket
al., 1985; Meyeet al.,1991; Meyer & Thomas 1995; Boaetlal.,1997,
2000), se ne aggiungono altre, denominate B&taDelta ¢), Epsilon
(¢), Lambda %), Phi () e Tau f), identificate in batteri, insetti e piante
(Sheeharet al.,2001; Edwards & Dixon, 2004).

Sebbene | membri di famiglie diverse presentina omologia di
sequenza inferiore al 30%, tra quelli della stdasaglia il valore sale
tra il 40% e I'80% (Hayes & Pulford, 1995; Armstgpn1997); in
particolare la regione N-terminale €& quella che lsam essere
maggiormente conservata, probabilmente in quantie pkel sito attivo
di questi enzimi. In questa regione é infatti préseun aminoacido
importantissimo per l'attivita catalitica di questizimi, ( rappresentato
da un residuo di tirosina per la classi Alpha, Nhi,e Sigma; da un
residuo di serina per le classi Theta e Zeta end@&siduo di cisteina per
le classi Omega e Beta), in quanto capace di &adik la forma
anionica del glutatione (GSmediante la formazione di un legame
idrogeno con il gruppo tiolico (SH) del glutatiosesso (Sheehast al,
2001).

Nelluomo sono state identificate almeno 16 sulkumiverse, ma
strutturalmente correlate, di GST citosoliche, dal mescolamento
derivano numerosi isoenzimi differenti (Hayed al, 2005). La
formazione di omo- ed etero-dimeri rappresenta odarper ottenere un
gran numero di isoenzimi a partire da un numeroitdito di geni
(Sheeharet al.,2001);inoltre, la presenza di tanti isoenzimi permette di
catalizzare la stessa reazione con numerosi stibdivarsi (Vargo et
al., 2004).

1.6 Funzione catalitica delle GST

Le glutatione trasferasi giocano un ruolo fondataemnell’ambito di
un meccanismo di difesa cellulare integrato in astp allo stress
chimico e ossidativo (Hayes and McLellan, 1999; ¢taynd Pulford,
1995). Precisamente, tali enzimi agiscono nelladckesta fase 1l dopo
l'intervento del sistema del citocromo P-450, iingipale responsabile
delle reazioni della fase |, tra le quali la piupontante sembra essere
guella di ossigenazione (Guengerich F. P., 1990ukesto modo la fase
| produce un metabolita piu solubile in acqua e entssico che puod
essere escreto direttamente, ma che spesso vidiezatd come
substrato per le reazioni della fase Il. Questémeltprevedono la
coniugazione del metabolita attivato ad un compestdogeno polare
come il glutatione (GSH), l'acido glucuronico o HWlicina. Nella
maggioranza delle specie la reazione che avvieaefrpguentemente
nella fase Il e rappresentata dalla coniugaziomeilc®SH, catalizzata
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dalle GST (Sheeharet al, 2001). Non sempre, pero, i composti
substrato delle GST richiedono l'attivazione datg@atel citocromo P-
450; infatti, alcuni sono attivati dalla cicloossigasi (Marnett, 1994),
altri dall'interazione con i radicali liberi (Trusind Kensler, 1991), altri
ancora possono derivare direttamente dall’ambiesterno, ad esempio
in seguito ai processi di combustione (KlaasseB619n ogni caso, le
GST realizzano la loro funzione di protezione c¢ataindo I'attacco
nucleofilo del GSH ridotto, sotto forma di aniom@dto (GS), al centro
elettrofilo di un’ampia varieta di composti non @d] endogeni e
xenobiotici (Armstrong, 1991):

+R-X
E + GSH = E-GS+ H" €= E-GSRX + H €= E-GSR-X +H"
€= E+ GSR + HX

Il proseguimento della reazione richiede l'ingresdel secondo
substrato nel sito attivo; questo evento porta d&lemazione del
complesso ternario enzima, glutatione e compostidrefilo (complesso
c). La reazione pud avvenire come sostituzioneeuwiith, ad esempio
per composti aromatici come il CDNB, o come addigiai Michael per
composti carbonilicia,p-insaturi come il 4-idrossinonenale (4-HNE,
prodotto della perossidazione lipidica delle membjae [I'acido
etacrinico (Sheehaat al, 2001).

Il risultato di questa coniugazione € una sostg@mzgolubile in acqua
e quindi piu facilmente eliminabile.

L'eliminazione dei glutatione-coniugati dalla célurappresenta la
fase Ill del processo di detossificazione ed awiad opera di una serie
trasportatori trans-membrana, tra cui le proteindkRPM (multidrug
resistance-associated protein) che sono tutte melaka famiglia C dei
trasportatori ABC (Kavallaris, 1997), la glicoprta P170 (Gottesman
and Pastan, 1993) e ATPasi come la pompa GS-Jui&i3).
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Figura 3. Detossificazione enzimatica di un compostxenobiotica || Benzopirene penetra
nella cellula, diffondendo attraverso la membral@sipatica, ed entra in contatto con gli enzimi
di fase | (citocromo P450 e epossido idratasi) lone4asformano in un substrato carcinogenico
e mutagenico. A questo punto gli enzimi di fase(®ST) catalizzano la coniugazione del
composto con il GSH rendendo il coniugato elimitebrazie all’azione di una pompa ATP-asi
come la GS-X. (tratto da Sheehetral.,2007).

Nei mammiferi, una volta fuori dalla cellula, i GSigniugati
vengono trasportati ai reni, metabolizzati ad amércapturici ed infine
escreti con le urine. Essi possono essere anchetitina mercaptani e
glucuronilati o metilati prima dell’escrezione ¢Rett & Lu, 1989).

In alcuni casi, pero, la coniugazione con il GSHde questi
composti piu tossici, per incompleta detossificaeio(tiolisi), per
coniugazione reversibile o per formazione di melibpiu attivi.
Questa capacita delle GST di produrre metabolditing viene sfruttata
nelle terapie anticancro per localizzare i tumde ©veresprimono una
particolare trasferasi (Lyttlet al, 1994).

Oltre che come trasferasi, alcune isoforme di G8¥&ibnano anche
come perossidasi selenio-indipendenti, utilizzaihd@SH come fonte di
elettroni per ridurre gli idroperossidi. Questaivéi contribuisce alla
detossificazione dei metaboliti dannosi che origma dalla
perossidazione lipidica delle membrane in segugtvess ossidativo.
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1.7 Struttura quaternaria delle GST

Le GST sono proteine attive in forma dimerica @t& omo-dimeri)
le cui subunita si associano a formare una proteghabulare
caratterizzata da una grande cavita centrale chygrsiverso il sito attivo
ed il solvente. Ogni subunita € composta da dueidoom dominio N-
terminale (dominio I) che adotta un ripiegamentuils alla tioredoxina,
e un dominio C-terminale (dominio Il) tutto adeliche. In ciascuna
subunita sono presenti un sito di legame per itagione (sito-G) e un
sito di legame per i substrati idrofobici (sito-eh)e puod legare un’ampia
varieta di composti elettrofili (Mannervilet al, 1978). |l sito G,
altamente conservato, e formato principalmentereidui del dominio
N-terminale, mentre il sito H, i cui residui var@oonsiderevolmente tra
i vari enzimi garantendo una diversa specificit@ulstrato tra le varie
classi, da quelli del dominio C-terminale.

Sebbene tutte le GST solubili presentino un ripiegato peptidico
complessivamente molto simile, ogni classe esikisde caratteristiche
uniche, soprattutto a livello del sito attivo e d&minio C-terminale
(Armstrong, 1997; Wilcet al, 1994; Dirret al, 1994). Per gli enzimi di
classe Alpha e Theta, il dominio C-terminale forama struttura ad-
elica ben definita che protegge il sito H e gionawolo importante nella
catalisi attraverso il controllo del rilascio debdotto. Per gli enzimi di
classe Mu il dominio C-terminale forma u€-loop che copre
parzialmente il sito attivo. Un’altra caratteristitnportante degli enzimi
di classe Mu e di classe Pi riguarda il segment wfisce il filamento
B2 all’elica a2. Negli enzimi di classe Mu questo segmento forma
loop (mu-loop) esteso, esposto al solvente, cheego@rzialmente il sito
attivo. Il segmento corrispondente negli enzimcldisse Pi € una corta
elica considerata parte dell’elie2. L'elica a2, formata dai residui 36-
52, é altamente flessibile nelle GST di classe Rifleenza I'attivita
catalitica dell’enzima (Fig 4).

20



ct-9 helix

Fig. 4 . Struttura cristallografica delle GST di manmifero. In rosso €& evidenziato il ligando, in
giallo il residuo di Tyr o Ser mentre in nero sandicate le cratteristiche specifiche per le dieers
classi. a) hGST Alpha; b) hGST Pi; ¢) rGST Mu; GST Theta. (tratta da Sheethetral, 2001)
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1.7.1 Residui importanti del sito G

Sulla base di studi di mutagenesi sito-direttaagogpossibile definire
i residui fondamentali nel legame delle GST co84H. Tra questi sono
stati identificati Arg 13, Lys 44, GIn 51, GIn 63yp 38 e Asp 98
(Wiederseret al, 1992; Nishihireet al1992; Konget al, 1993 ). E stato
inoltre osservato che il residuo Asp 98 non e calio nel sito G, ma nel
monomero adiacente (Figura 5).

Legenda I Residui coinvolti in contatti idrofobici

&--+—@ Lepami idrogeno e loro lunghezza * Atomi corrispondenti coinvolti in contatti idrofobici

Figura 5. Interazioni tra i residui del sito G delle GST &IEH. Tratta da Kongt al (1993).
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1.7.2 Residui importanti del sito H

| residui coinvolti nelle interazioni con i subgtralettrofili risultano
meno noti di quelli presenti nel sito G. Nonostatite appare evidente
limportanza del sito H data la sua capacita difeore a ciascuna classe
di GST una propria specificita di substrato.

Tra i residui facenti parte di questo sito un rudigarticolare rilievo
€ occupato dalla Tyr 108, presente nella GST P#ilpressi dell’elica
a4, che mostra avere una funzione diversa a secdetaubstrato
utilizzato nel corso della reazione (Lo Bedlbal., 1997).

Sempre nella GST P1-1 e stato identificato un a#sdduo, collocato
alla base del sito H, che sembra giocare un ruwiportante nella
stabilizzazione del prodotto di reazione primaalslia uscita dal sito H;
guesto residuo € rappresentato dalla Val 10 (Migalet al.,2000). In
particolare, gli studi condotti da Micaloni e cdlaatori hanno
permesso di stabilire che il carattere apolareadeditena laterale del
residuo Val 10 le permette di stabilire interazidnMan der Waals con
alcuni substrati, tra cui EA e il CDNB, permettendal posizionamento
ottimale e l'uscita come prodotti dal sito attiagura 6).

1104

EA-GSH

Figura 6. Immagine del sito H in cui i residui che lo compong sono impegnati nel
legame con I'Acido Etacrinico.
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1.8 Ruolo biologico delle GST

Le GST costituiscono parte importante di un mecrani cellulare
integrato di risposta allo stress chimico e ossidatche coinvolge
diversi sistemi di detossificazione interdipendetmi loro, in cui €
probabile che la GST possa modulare I'induzionelth enzimi. La
capacita di fornire un’adeguata protezione alldutzlda una vasta
gamma di insulti chimici, a molti dei quali siamaajidianamente
esposti, risiede nel fatto che i singoli geni deB&Ts sono regolati
ciascuno in modo differente e ciascuno codifica praeina dotata di
attivita catalitica specifica.

Gli xenobiotici vanno annoverati tra i principabraposti tossici a cui
puo essere esposto un organismo e sono quelli vegsali si sono
sviluppati, nel corso dell’evoluzione, vari mecani di
detossificazione. Gli xenobiotici vengono definilome composti
estranei all'organismo che non possiedono funzioaotrizionali o
biologiche; di solito sono lipofilici e, insieme dioro derivati,
costituiscono una complessa minaccia chimica peellale.

Gli enzimi detossificanti utilizzano una vasta gaanii substrati,
sono inducibili e spesso sono presenti ad alteesdrazioni negli organi
che si trovano piu a contatto con I'esterno, comelmoni, o che sono
coinvolti direttamente nel metabolismo di questetaoze, come il
fegato. Gli enzimi detossificanti hanno preferepeacomposti lipofilici
non polari che possono essere discriminati dagiermedi polari
biosintetizzati nelle cellule.

Il sistema di detossificazione enzimatica puo ess@riso in tre fasi:
la fase | consiste nell’addizione di un gruppo psléunzionale allo
xenobiotico e si ottiene tramite reazioni di osszidae, riduzione,
idratazione o idrolisi. Le reazioni di ossigena&a@ono le piu importanti
e sono spesso rappresentate dall’idrossilazioneeézioni della fase |
sono catalizzate dal sistema del Citocromo P450é&checalizzato nel
reticolo endoplasmatico e comprende una superfanmggnica. Nei
mammiferi esso € costituito da tre componenti, ccdmo P450,
NADPH citocromo P450 reduttasi e citocromo b5. Leazione
catalizzata da questo sistema coinvolge I'incorpiorge di un atomo di
ossigeno molecolare nel composto xenobiotico, reehigltro atomo
viene ridotto ad acqua utilizzando NADPH. Le reazidi riduzione
sono rappresentate principalmente da nitro- edridzaioni e le idrolisi
includono idrolisi di esteri, amidi ed epossidi aleizate da esterasi,
amidasi ed epossido idrolasi. La fase | producemetabolita piu
reattivo, solubile in acqua e meno tossico che pséere escreto
direttamente ma che spesso serve come substrate pszioni di fase
.

Le reazioni della fase Il consistono nella coniugae dei metaboliti
prodotti dalla fase precedente ad un composto emtogome il GSH,
l'acido glucuronico, la glicina, ecc. Gli enzimiltiefase 1l includono le
glutatione trasferasi, le transacetilasi, le emlwssdrolasi e le UDP-
glucuronil trasferasi. La fase Il ha per risultdteendere piu solubile il
metabolita e I'introdurvi una parte idrofilica pewi, una volta eliminato
dalla cellula, esso non pu® piu rientrare al suerio attraverso la
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membrana plasmatica. Nei mammiferi i metabolitialése 11 vengono
successivamente utilizzati nella fase 11l dellaodstficazione.

La fase Ill comporta I'eliminazione dei metabok&nobiotici dalla
cellula; essi vengono trasportati attivamente o petimfuori da ATPasi
transmembrana. Si ritiene che la porzione endodeheoniugato, come
per es. il GSH, agisca come sito di riconoscim@eioqueste pompe che
sono cosi in grado di trasportare un elevato nundéracomposti
strutturalmente diversi, una volta che essi soat &gati al GSH. Le
proteina della fase Ill piu conosciute sono la @pioteina P170, che
trasporta i coniugati del GSH (GS-X) e la proteiassociata alla
resistenza a diversi farmaci (MRP).

Una volta fuori dalla cellula i metaboliti vengotrasportati ai reni,
trasformati ulteriormente e poi escreti con le @ridn singolo composto
xenobiotico puo tuttavia essere convertito enzicaatiente in diversi
derivati, ognuno dei quali puo acquisire propri@issiche per la cellula.
Agenti alchilanti, arilanti e acilanti, cosi comeadicali liberi e le specie
reattive dell’ossigeno, possono essere formati edakkazioni di
bioattivazione enzimatica, aumentando cosi il dacimmico provocato
da particolari xenobiotici.

Alti livelli di espressione di GST sono associali ana aumentata
tolleranza della cellula a sostanze chimiche tbssimentre la mancata
o ridotta espressione dellenzima e associata ad aomentata
suscettibilita a diverse forme tumorali. Se da ato lun aumento
dell’'espressione dell’enzima risulta vantaggioso |p cellula, dall’altro
'overespressione di GST nei tumori pud esseretagainsa, in quanto
associata con la resistenza a svariati agentieojlastici.

Il ruolo fisiologico delle GSEnon sembra comunque essere univoco.
Oltre al coinvolgimento nel processo di detoss#icae dagli
xenobiotici, questa categoria di enzimi é risultd¢égata a molti
meccanismi di “controllo” cellulare; si e visto &ifi che la GST di
classe Pi, insieme all&tubulina e all’istone H2b, interagisce in modo
specifico con la transglutaminasi tissutale (tT8irdddaet al, 1999),
che é coinvolta nella modificazione post-trascnzaie di molte proteine
mediante la realizzazione di un legame crociato wra gruppo
carbossiamminico dell’enzima e un gruppo amminigmario di molte
proteine substrato. L'interazione della tTG corGIAT P1-1 puod portare
alla modificazione post-trascrizionale dell’enzinmaquestione, com’e
suggerito dalla presenza di multimeri della P1-1 aellule
overesprimenti latTG.

Un ruolo importante nella regolazione del meccanispoptotico &
stato attribuito alle glutatione trasferasi di sJheta. La proteina Bax
rappresenta un’induttore apoptotico dei mammifdetale quando
espresso nel lievito o nelle piante, in quanto dursce i livelli di GSH
intracellulare e diminuisce il potenziale delle nieeme mitocondriali,
oltre a numerosi altri danni. Il piu potente indo# dell’attivita di Bax e
la BI-GST/GPX, un membro della classe Theta d&lEeT. Questo
isoenzima possiede una debole attivita perossi@daie da convertire
H,0; in H,O mediante I'ossidazione del glutatione ridotto thetesso
enzima provvede a mantenere ad alte concentrazédiai cellula.

Da questo quadro emerge che le @S®no enzimi multifunzionali
deputati a vari aspetti della difesa cellulare.
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1.9 GST P1-1

Tra le GST la GST P1-1 é quella che maggioe ha attratto
I'attenzione degli studiosi in quanto la sua esgite®e sembra essere
correlata a trasformazioni maligne, resistenzaaanéci antitumorali e
minor sopravvivenza di pazienti colpiti da divepsologie. Il gene per
la GST P1-1 e stato mappato su una piccola regimhecromosoma
11913 in cui sono localizzati alcuni proto-oncogengeni associati al
cancro, tra cuibcll/pradl, int2, hstfle sea.Alcuni di questi geni
sembrano essere co-amplificati insieme al gena &8T P1-1 nel corso
di alcuni tumori (Lammieet al, 1991; Saint-Ruét al.,1991). Inoltre, il
genotipo GST P1 e stato associato a differenzee nediposte ai
chemioterapici e diversa suscettibilita al can@sso risulta poi over-
espresso in un’ampia varieta di tumori, compresillgdelle ovaie, del
seno, del pancreas, del colon e i linfomi (Tew,4)99

Tale enzima, che appartiene alla famiglia delle @&dsoliche e che,
come le altre glutatione trasferasi, & attivo innfa dimerica, e stato
estratto per la prima volta dalla placenta (dailcnbme GST P), ma &
ampiamente espresso in numerosi organi quali ngtaa, epidermide ed
eritrociti. La sua struttura si & dimostrata bemssgvata in diversi
organismi (quali uomo e topo) e le principali difieze sono state
individuate nel sito attivo, a livello del sito H i particolare, a carico
del residuo in posizione 104.

1.10 GSTP1-1 e Tumore della prostata

La GST P1-1 ¢, tra i membri della famiglia delle TG piu espressa
nelle linee cellulari tumorali (Doroshovet al, 1995). In modo
particolare, tali linee cellulari contengono livedumentati di GSTP1-1
rispetto al tessuto sano (Eateinal, 1999; . Tsuchidat d., 1992; Peters
et d., 1989), e la sua espressione e, generalmentersamente
proporzionale alla prognosi e alla risposta ad tgelmemioterapici
(Nishimuraet al.,1998).

Il tumore della prostata e tra le principali cadsenorte maschile in
Europa e in USA. (Fostezt al, 1999).In questi paesi, I'incidenza di
cancro alla prostata € del 30% negli uomini disetgeriore ai 50 anni e
arriva fino all’'80% negli uomini al disopra degld &nni di eta. In totale
nel 2000 sono stati riscontrati 18.500 nuovi casglin Stati Uniti.
(Landiset al,1999).

Una delle caratteristiche del tumore della proséiasuo variabile
livello di aggressivita. Per questo motivo ha stagéoiun grande interesse
lo studio di nuovi marcatori prognostici in gradbdistinguere tra le
forme iperplastiche benigne, quelle metastaticheuelle ormone-
resistenti (che risultano essere fatali). La nedalgrostatica intra
epiteliale (PIN), o displasia intraduttale dell@gtata, € considerata una
lesione pre-maligna che in accordo con Bostwict Brawer (1987),
puo progredire a carcinoma invasivo. Tale lesioolpisce dotti e acini
ed e definita come proliferazione delle cellule inahi e pud portare
rapidamente ad adenocarcinoma invasivo. Al comtrdiriquanto accade
nella maggior parte dei tumori umani, nel tumordlad@rostata la
GSTP1-1 sembra essere assente @iedt, 1994; Moskalulet al.,1997;
Murray et al., 1995; Sullivanet al, 1998), mentre risulta presente nelle
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cellule epiteliali basali del tessuto sano le quahgono perse durante lo
sviluppo del tumore invasivo (Leet al, 1994; Moskaluket al,
1997).L'assenza di espressione della GSTP1-1 rsdute tumorale
risulta associata ad una ipermetilazione del promotlella proteina
stessa, processo che non si verifica nel tessuto eanell'iperplasia
benigna (Leeet al, 1994; Brookset al, 1998; Millar et al, 1999). In
modo particolare, alcuni studi suggeriscono ch&&TP1-1 giochi un
ruolo molto importante nella progressione tumoedsendo persa nelle
prime fasi di questo processo (Li &t al, 2003)

Fig. 7. Analisi immunoistochimiche (IHC) e di immunofluorescenza in campioni in
paraffina per la GSTP e marcatori stromali.

A: GST pi IHC di prostata sana ( contrlollo pos); (B) controllo negativo con ghiandole
normali al centro come controllo positivo; (C) e)@5T pi IHC di tumore prostatico ormone
indipendente che mostra colorazione delle celltrensali; (E) tumore prostatico intravascolare
con metastasi polmonari (al centro) negative pg$a P all'lHC e circondate da zone positive
per la GSTP in polmoni sani; (F) e (G) campionéChannel TURP” da paziente con tumore
prostatico ormone indipendente positivo per la G3$ieRe cellule stromali mo non in quelle
tumorali; (H) colorazione dlla vimentina in una ise® adiacente a quella mostrata in (G).Tale
colorazione suggerisce che la GSTP e espressabiiabfasti reattivi e/o miofibroblsti; (1)
colorazione dell' alpha actina di una regione aelide a quella mostrata in (G). (Tratta e
modificata da Liet al, 2003).
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CLASSE GENE ALLELE Alterazione  nel Proteine C
gene o aminoacidi
nel nucleotid® influenzatf

Alpha GSTA2 GSTAZA C335, A629 Thr'*2 Glu°
GSTA2*B G335, C629 er112 Ala?1o

Mu GSTM1 GSTMI*A G519 Lys
GSTM1*B C519 Asnt’
GSTM1*0 Delezione gene No proteina
GSTM1*1x2 Duplicaz. Gene Overespressione

GSTM3 GSTM3*A Wit Proteina wt
GSTM3*B Delez.3bpintrone6 Strutt.prim.inalter.
GSTM4 GSTM4*A Wt Wit

GSTM4*B Cambiam. introni Invariata

Pi GSTP1 GSTPIA A313,C341,C555 e’ Alat® Sef8®
GSTPTB G313,C341,T555 Val*® Alatl ser®
GSTPFC G313,7341,T555 Val*® val*4 ser®
GSTPFD A313, T341 e valtt

Theta GSTT1 GSTTIA Gene unico Prot Unica
GSTTI*0 Delez. genica roteina

Zeta GSTZ1 GSTZIA A94,A124,C245 Lys 2 Arg42 Thr®?
GSTZ1'B A94,G124,C245 Lys*2Gly*2 Thr®2
GSTZI*C G94,G124,C245 Glu*?, GI 2 Thie?
GSTZI*D G94,G124,T245 Glu32 Gly* Met82

1.11 Polimorfismi nelle GST citosoliche

A partire dagli anni ‘80 sono stati identificatimerosi polimorfismi
a carico delle GST (Haye=t al.2000). Tali polimorfismi contribuiscono
a definire le differenze interindividuali in risgasa humerosi composti
xenobiotici, compresi farmaci e chemioterapici.

| primi studi in tale campo miravano a valutare \8efosse un
maggiore rischio di sviluppare alcuni tipi di turaprquali quelli del
seno, della prostata, del polmone o il tumore coédtale, in individui
privi dei geni per la GSTM1-1 e/lo per la GSTT1-1lef{diti,
rispettivamente, omozigoti per gli alleli GSTML e/o GSTT10).
Successivamente, la scoperta delle varianti dflelidella GST P1-1 ha
portato alla necessita di vagliare I'ipotesi cha mmaggiore suscettibilita
ad alcune patologie potesse dipendere da una cambne dei
polimorfismi di classe Mu, Pi e Theta delle GST.
Ad oggi sono noti polimorfismi per la maggior partelle GST
citosoliche (Tabella 2).

Tabella 2. Polimorfismi delle GST citosoliche umane. Trattaedificata da Hayest al.(2000).

@ L’allele designato come “GSTM1x2” rappresenta individui che possiedono una
copia addizionale dedei geni GSTKLe/o GSTMEB.
®La numerazione dei nucleotidi nelle varianti atlbé si basa sulla loro posizione
sul cDNA a partire dalla “A” del codone di inZid.a numerazione degli aminoacidi
comprende la Metionina iniziale.
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All'interno della famiglia Alpha, sono state ripaté marcate
variazioni interindividuali nell’espressione deingeg5GSTAL e GSTA2
(comprese occasionali assenze di proteina) (Bo@rd¥81; Hayes JBt
al. 1989); inoltre sono state riscontrate mutazioni tipormi nella
subunita GSTA2 a livello degli aminoacidi in posizé 112 e 210
(Rhoads DMet al.1987; Rohdranz Eet al.1992).

Nel caso delle GSTM1, sono stati individuati siai@i duplicazione
che di deplezione genica (Widersten & al. 1991 Xu S. et al. 1998);
gueste variazioni sembrano essere responsabilindi differenza di
attivita nei confronti dei perossidi.

Per la GSTP1 sono state identificate quattro varialteliche che
differiscono a livello degli aminoacidi 104 e 11A8li(Osman F et al.
1997; Harries L.W.et al 1997; Watson MAet al. 1998). Gli enzimi
contenenti la Val in posizione 104 presentano uffecienza nei
confronti dei dioli epossidi degli idrocarburi patlici aromatici (PAH)
circa 7 volte maggiore degli enzimi con lle nellassa posizione; al
contrario, tali enzimi hanno un’affinita inferiorei confronti del CDNB
(Hayes et al. 2000). L’ influenza del residuo 104 sulle proprieta
catalitiche dell’enzima dipende dalla sua collooagi nei pressi del sito
attivo (sito H). Al contrario, il residuo 113 neénsituato in questa sede:
e quindi ipotizzabile che una mutazione in taleiziose tenda ad
amplificare gli effetti della mutazione in posizeo@04.

I gene GSTT1 della classe Theta & deleto nel 10%-2egli
individui (Pemble Set al. 1994; Rebbeck T. M., 1997; Strange R. C.,
Fryer A., 1999); negli individui Theta nulli, la yhta del gene comporta
una ridotta capacita dell’enzima a coniugare il G&id alcuni substrati
quali il Dibromoetano (DBE), il Diclorometano (DCM)etilene ossido
(EO) e il metil bromuro (MB) (Sherhatt P.et.al. 1997; Guengerich F.
P.et al.1995).

Varianti alleliche sono state identificate anche lgeGST di classe
Zeta: esse differiscono nella capacita di metabafiz dicloroacetato e
fluoroacetato (Blackburn A. @t al 1999).

1.11.1 Conseguenze biologiche dei polimorfismi delGST

La presenza di polimorfismi negli enzimi glutatieBdrasferasi
comporta importanti alterazioni nel metabolismo rdolti substrati,
compresi carcinogeni e agenti chemioterapici (Adin@net al., 1997,
Watsonet al., 1998); di conseguenza, sembra che questi polimairfis
giochino un ruolo rilevante nella suscettibilitacaincro e nella risposta
ai chemioterapici (Perera, 1996; Andeeéal.,2000).

A tal proposito sono stati condotti alcuni studir pealutare
'associazione tra la presenza di polimorfismi’gsbrgenza di tumori
dovuti allassunzione di tabacco o legati alla aidiel primo caso e
stato osservato che individui Mu nulli presentanomaggior rischio di
sviluppare tumori ai polmor{Rebbeck, 1997; Strange, Fryer, 1999); nel
secondo caso, invece, Mathias e collaboratori (18@8no dimostrato
che individui Theta nulli sono associati ad unagieg prognosi nel
caso di tumori di estensione T3/T4 o in fase died#nziazione G3 del
tratto digestivo, soprattutto a livello oro-farirmge
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Ancora, e stata osservata una correlazione trdimpdismi delle
GST e la sopravvivenza di pazienti affetti da leniee cancro del seno e
cancro metastatico colon-rettale (Ambrosaieal, 2001; Sweenwyet
al., 2000).

1.11.2 Polimorfismi della GST P1-1 e loro principk conseguenze
biologiche

Come detto in precedenza, per la GST P1-1 sonorsdatiduati dei
polimorfismi caratterizzati da singole sostituzionicleotidiche a livello
dell esone 5 (A*®G) e dellesone 6 (@941'&,/ che portano,
rispettivamente, alle sostituzioni aminoacidiche™Val e Ala*3val,
(Ali-Osman et al., 1997; Watsonet al, 1998). Dalla sostituzione di
guesti singoli nucleotidi derivano 4 possibili @ifénti varianti alleliche
(Tab. 3).

Tabella 3.Polimorfismi della GST P1-1 umana

Allele Nucleotidi
*A e’ Ala™
*B Vval'”Ala™®
*C Val'*val'*®
*D lle™™val'*®

Le variazioni alleliche provocano un cambiamentriep al sito di
legame per il substrato che porta ad una modifcezifunzionale
substrato dipendente (Ali-Osmahal, 1997; Hu Xet al.,1997; Pandya
et al.,2000; Srivastavat al.,1999; Hu X.,et al.,1997).

In un lavoro pubblicato nel 1997, Ali-Osman al. hanno presentato
graficamente, mediante tecniche computerizzate, effietti che le
variazioni aminoacidiche presenti nelle diversaardr della GST P1-1
hanno sulla struttura del peptide risultante, imtipalare per quanto
riguarda il sito H. In particolare, le distanze Trer 108 e Val 10 e tra
Tyr 108 e Val 35 diminuiscono passando dalla foraalla *B e alla
*C. Inoltre, nella GSTPB e nella GSTPAC , il gruppo metilico della
Val 104, vicino alla Tyr 108, risulta piu strettamte associato al sito H
rispetto al secondo gruppo metilico di lle 104 aelGSTP1A.
L’orientazione del gruppo metilico di Val 104 nelaSTPXB e nella
GSTPZXC verso la Tyr 108, causa un decremento dellardiatalella
Val 104 sia verso la Val 10 che la Val 35, e pr@avoa restringimento
della regione delineata dai residui Tyr 108, Vakl@al 35.

La sostituzione di lle 104 con la meno ingombrawval 104,
provocherebbe un’apertura della regione delineataesidui Tyr 7, Tyr
10 e Phe 8. Cosi la distanza tra le catene latdealiesidui Tyr 7 e Val
10 sarebbe minore nella GSTRIche nelle altre, mentre la distanza tra
i residui Tyr 7 e Tyr 108 e tra Tyr 7 e Phe 8 sheeimaggiore.

Tra le principali conseguenze biologiche a caried mblimorfismi
della GST P1-1, di particolare importanza risultaessere quelle
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riguardanti la suscettibilita ai tumori e lo svipgpdi chemioresistenza.
L’efficacia degli agenti chemioterapici, particateente di quelli che
portano alla formazione di intermedi elettrofilioi di radicali liberi,
dipende dalla loro capacita di interagire con lecmmolecole cellulari
(Yarbro et al, 1996). Le lesioni indotte da questi farmaci BINA,
soprattutto i mono-addotti del DNA e i legami imralecolari, se non
riparate, possono portare la cellula a morte blododa replicazione o la
trascrizione del DNA stesso. Nei tumori questo éwerappresenta
I'effetto terapeutico; nei tessuti sani, invece,il érincipale effetto
tossico e/o carcinogenico associato alluso di cbesrapici. A tal
proposito numerosi studi hanno evidenziato cheogu$ genico della
GST P1-1 umana e polimorfico e codifica per praeion una diversa
capacita di metabolizzare substrati elettrofilimgmesi, appunto, molte
sostanze chemioterapiche tra cui, ad esempioggcarburi policiclici
aromatici (PAH), (+)anti-benzo(a)pyrene, *()-anti-chrysene diolo
epossido (Hu X. et al., 1997), e il 5-methylchrysene (Hu >t al.,
1998).

E stato riportato che la GST# gioca un ruolo importante
nell'acquisizione della resistenza al cis-platinediando la formazione
di coniugati platino-GSH (Gotet al.,1999).

Pazienti omozigoti per l'allele GSTEFB presentano una ridotta
capacita di detossificare gli agenti chemioteragicbase di platino
(Stoelmacheret al, 2002). La sostituzione Illel04Val nell’allele
GSTPX¥B comporta una sostanziale riduzione dell’attivitatalitica
dell’enzima e una ridotta capacita di detossifioaei negli individui che
la portano (Watsoret al, 1998). L'isoforma GSTPLT, la variante
allelica dominante nelle cellule di glioma maligsembra conferire agli
individui che la portano una minore incidenza dehao del seno
(Maugardet al.,2001).

In un lavoro pubblicato nel 1999 (Srivastagh al, 1999) e stata
esaminata la capacita delle varianti allelichead@IST P1-1 umana di
catalizzare la coniugazione del GSH con il Thiofepa agente
alchilante utilizzato in chemioterapia. Gli ageatchilanti sono tra i
chemioterapici maggiormente utilizzati; essi inggsaono con il DNA
direttamente o attraverso intermedi che si formaeo attivazione
metabolica o degradazione chimica spontanea. Qiasiaci si legano
covalentemente con i residui nucleofili del DNABtando con esso dei
legami crociati intra- o inter-molecolari. Gli atomli ossigeno e azoto
presenti nelle basi del DNA e nei legami fosfodiest tra le basi sono i
principali bersagli dell’alchilazione.

L’aumentata coniugazione del glutatione da pasleedslutatione-S-
trasferasi sembra essere un meccanismo importantie pviluppo della
resistenza delle cellule tumorali agli agenti dkfii. In particolare, lo
studio condotto da Srivastava e collaboratori dvaha significativa
differenza delle varianti alleliche della GST Pl metabolizzare il
thiotepa, suggerendo che i polimorfismi della GSF1IPumana possono
essere considerati un elemento importante nellogo della resistenza
agli agenti alchilanti da parte delle cellule tualorinfatti, I'efficienza
catalitica dell’enzima wild type della GST P1-1 @¥A113) risulta
essere circa 1.9 volte piu alta del mutante GST®al4 circa 2.6 volte
maggiore del doppio mutante (1104V/A113V).

Da alcuni anni a questa parte si e diffuso I'usopdbgrammi
terapeutici che prevedono l'associazione dei cherapici con la
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radioterapia e che garantiscono una maggiore plissibdi
sopravvivenza ai pazienti su cui vengono attuatittavia, nel lungo
termine, questi pazienti hanno un aumentato risghgviluppare tumori
secondari alla terapia stessa; tra questi la leiacemeloide acuta
(AML) € il piu comune (Kaldoret al.,1990; Traviset al.,1996; Travis
et al, 1999; Traviset al.,2000;). Il rischio di sviluppare una leucemia
mieloide acuta associata alla terapia (t-AML) acdanni dal trattamento
e stato stimato essere dell’1.5% per il tumoresidelo, del 7.9% per i
linfomi non Hodgkins, dell’8.5% per il tumore albwvaie e del 3.8% per
i linfomi di Hodgkins (Diamandidowet al., 1996; Greeneet al., 1986;
Fisher et al., 1985; Brusamolinoet al., 1998). Diversi studi hanno
portato a sospettare che alcuni chemioterapicgurda cyclofosfamide,
il melfalan, I'adriamicina e il clorambucile, promvano lo sviluppo
della leucemia nelluomo. Inoltre, e stato osseyvahe le cellule
staminali CD34 del midollo osseo, che rappresentano la popolazion
cellulare target delle trasformazioni leucemichesgono essere protette
dagli effetti citotossici di queste sostanze mewiaraduzione del gene
GSTr, (Kugaet al.,1997; Niitsuet al.,1998; Matsunagat al.,2000).
Queste osservazioni hanno portato alcuni studiasiiedersi se le GST
possano proteggere le cellule staminali del mida#lseo dall'insorgenza
della t-AML; a tal proposito Allan e collaboratq/llan et al.,2001),
hanno ipotizzato che le variazioni polimorfiche ldelGST possano
alterare la suscettibilita a questa patologia. d®&sto hanno analizzato
soggetti che avevano sviluppato una leucemia naelaicuta a seguito
di trattamenti chemioterapici per valutare, alBmio di questa
popolazione, la distribuzione dei polimorfismi diSGM1, GSTT1 e
GSTP1. Al termine di questo studio Allan ed il sgauppo hanno
osservato che i soggetti presentanti la mutazi@4d/al sono due volte
piu suscettibili allo sviluppo della t-AML rispett@ soggetti con lle in
posizione 104. Questo potrebbe dipendere dalla ttadattivita
dell'enzima mutato nei confronti degli agenti chetarapici in
guestione e, di conseguenza, dal maggiore eff@tossico esercitato
da questi sulle cellule.

1.11.3 Polimorfismo genetico della GST M1-1

Il polimorfismo della GSTM1-1 e stato individuataZialmente come
attivita specifica verso il substrato trans-stikkesssido nei leucociti e
sembra avere un’origine genetica (Sorsh al, 1996). L’'enzima
GSTM1-1 detossifica attivamente composti carcinogeome il
benzo(a)pirene, gli idrocarburi policiclici aron@at{(PAH), I'aflatossina
Bl (Shi Met al, 1999) ed altri metaboliti presenti nel fegatoyel la
GSTM1-1 e espressa (Somsial, 1996). La classe Mu include cinque
geni: GSTM1, M2, M3, M4, M5. Il gene codificante rpenzima
GSTM1-1 umano € stato localizzato sul cromosoma Neklla
popolazione umana ci sono tre diversi alleli pageghe GSTM1: uno e
nullo (GSTM1*0) a causa della delezione del gem®m® mostra attivita
verso il trans-stilbene ossido (Seidegatdal, 1988) e altri epossidi
(Hayes et al, 1995). Le altre due varianti alleliche, GSTMla-é4a
GSTM1b-1b, differiscono in una singola coppia dsiba posizione 534
(GSTMla-la— G534, GSTM1b-1b— C534) e codificano proteine
aventi una variazione aminoacidica in posizione {@$TMla-la—
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Lys'”® GSTM1b-1b— Asn'™); queste due forme della GST di classe
Mu hanno stessa attivita catalitica verso il tratibene ossido
(Widersteret al, 1991).

La mancanza dellenzima GSTM1-1 e considerata utoréa di
rischio per l'insorgenza del cancro ai polmoni {igimenet al, 1993),
alla pelle (Heagertyet al, 1994), alla vescica (Be#t al, 1993) e al
colon (Zhonget al, 1993) a causa della ridotta efficienza nel legal®i
substrati genotossici (Mc Williaret al, 1995).

Poiché la GSTM1-1 catalizza il metabolismo di wargnumero di
composti potenzialmente genotossici, molti studjliseffetti di questo
polimorfismo genetico hanno riguardato la formaeiosi addotti di
DNA e l'insorgenza di danni citogenetici. Alti liliedi addotti PAH-
DNA sono stati trovati in campioni di polmone dirdaori (fumatori)
aventi genotipo GSTM1-Inull, rispetto ad individui con genotipo
GSTM1-1 positivo (Butkiewiczet al, 2000). Recentemente € stato
scoperto che il numero di addotti di DNA presemilan placenta umana
di individui con genotipo GSTM1-aull € elevato se paragonato a quello
di individui con genotipo GSTM1-1 positivo (Sorsial, 1996).

Individui con genotipo GSTM1-Iull presentano, inoltre, elevati
livelli di addotti di proteine, del tipo 3- e 4-anmmobifenil emoglobina
oppure aflatossina Bl-albumina (Soetaal, 1996); la presenza di un
numero cosi elevato di addotti e indice di unattalaetossificazione
degli intermedi reattivi.

Il polimorfismo genetico dell’enzima GSTM1-1 inflaea il processo
di detossificazione degli epossidi che si formarel metabolismo
dell'l,3-butadiene. La frequenza di “Sister chraoh&xchanges” (SCE)
, dopo trattamenton vivodi linfociti di individui con genotipo GSTM1-
1 null con I'1,2-epossi-3 butene, € superiore rispettoellg trovata per
i linfociti di individui con genotipo GSTM1-1 posib; & stato inoltre
osservato un aumento di SCE nei linfociti di funniaoventi genotipo
GSTM1-1null (Sorseet al, 1996).

Diversi studi hanno mostrato che in individui GSTH#hull , elevati
livelli di metaboliti bioattivati sono presenti ngiolmoni, dove la
mancanza della proteina influenza la capacita diosddicare i
carcinogeni (Sorsat al, 1996).

1.11.4 Polimorfismo genetico del@ST T1-1

| geni che codificano per gli enzimi umani GSTT&GSTT2-2 sono
localizzati sul cromosoma 22, in posizione 22gXWabbet al, 1996).
| geni GSTT1 e GSTT2 sono stati clonati e sequénzial ratto,
nell'uomo e nel topo; nelluomo sono separati dakbCe mostrano una
struttura simile, essendo composti da 5 esoni.

I gene GSTT1 umano € lungo 8.1 kb e codificayre subunita di
25.300 Da, mentre il gene umano GSTT2 e di 3.7 kbdifica per una
sequenza di 244 aminoacidi (Coggetnal, 1998). Diversi studi hanno
rivelato I'esistenza di un polimorfismo genetica gegene GSTT1, che
risulta deleto nel 10-20% della popolazione Eurofirea ad arrivare al
65% nella popolazione Orientale (Nelsstral, 1995).

La delezione dell'intero gene o di parte di essalta nella perdita di
attivita enzimatica. Il genotipo con la delezionmazigote del gene
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GSTT1 e detto “GSTThull “, mentre il genotipo che presenta almeno
una copia del gene e indicato come “GSTT1-posit{k&mpkeset al,
1996).

Negli individui con genotipo GSTT1-hull (allele GSTT1*0) la
perdita del gene GSTT1 comporta una ridotta aldiitéoniugare il GSH
con dibromoetano (DBE), diclorometano (DCM), I'etie oxide (EO) e
il metil bromide (MB) (Guengerickt al, 1995; Sherratt al, 1997).

In base alla capacita di coniugare il GSH al DB& pbpolazione
viene generalmente suddivisa in fenotipi “coniugatqindividui
GSTT1*A/*A) e “non-coniugatori” (individui GSTT1*G0) (Hallier et
al., 1993). Tra i primi distinguiamo soggetti eteratig che mostrano
un’abilita intermedia di GSH-coniugazione (basstogatori), ed
omozigoti con un’elevata velocita di coniugazioaéi{coniugatori). Al
contrario, i fenotipi “non coniugatori” non presanb attivita verso il
1,2-epossi-34-nitrofenossi)propano (EPNP), il substrato stangtemdle
GST di classe Theta, e pertanto non sono in gradordugare il GSH al
DBE (Thieret al, 1998).

Recentemente € stato scoperto un nuovo polimorfsssociato con
il fenotipo “non-coniugatori”’. Una singola sostitoae nucleotidica,
310A>C, altera il residuo 104 localizzato al centtella elica 4,
trasformandolo da treonina in prolina; l'introduzé del residuo di
prolina genera una distorsione nella conformaziaieda proteina.
Questa nuova variante allelica e stata denomin&&T&*B. Da uno
studio condotto su una popolazione di 497 Svedesmerso che la
frequenza dell'allele attivo GSTT1*A € pari a 0.68entre la frequenza
degli alleli non funzionali GSTT1*0 e GSTT1*B e .34 e 0.01,
rispettivamente (Warholrat al, 2002).

La GSTT1-1 e coinvolta nel metabolismo di importaptodotti
chimici industriali, chiamati alcani alogenati e ospidi alifatici,
comunemente usati nelle vernici e nella sintesndierie plastiche e di
farmaci. In particolare, il DCM e il DBE sono carogeni nel’'uomo e
sono metabolizzati tramite ossidazione da parteittromo P450 2E1,
oppure per coniugazione al GSH mediata dalla GSI;Tifh-entrambi i
casi si producono degli intermedi reattivi danmmei il DNA (Sherratet
al., 1998), come la formaldeide che potrebbe reagirele guanine.

Individui con genotipo GSTT1-full esposti all'l,3-butadiene hanno
una frequenza di “Sister chromatid Exchanges” (S@&t)linfociti piu
alta rispetto ad individui con genotipo GSTT1-1ipes (Shi M. et al,
1999). Nei linfociti umani €& stata inoltre osseajain vitro, una
variabilita nella suscettibilita per lo sviluppo S8CE dopo esposizione
all'1,2:3,4-diepossibutano, un metabolita epossidiell’1,3-butadiene
(Sorsaet al, 1996): la frequenza di SCE in individui con gépot
GSTT1-1 null esposti € superiore a quella di individui con gt
GSTT1-1 positivo. Il polimorfismo genetico GSTT1Abn ha effetti,
invece, sullo sviluppo di SCE causati da un altetaholita epossidico
dell'l,3-butadiene, il 3,4-epossi-1,2-butanedioBorsaet al., 1996).
Considerati insieme, il polimorfismo genetico GSTW1linfluenza
linduzione di SCE da parte dell'l,2-epossi-3-b@enmentre il
polimorfismo genetico GSTT1-1 influenza l'induziodeSCE ad opera
dell'1,2:3,4-diepossibutano.

Gli effetti del polimorfismo GSTT1 sono stati oggetdi studi
epidemiologici volti a determinare se nelluomopl@senza o meno del
fenotipo GSTT1-1null € associata alla suscettibilita al cancro, in
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relazione all'esposizione verso sostanze tossithegenerale, nella
popolazione Europea gli individui fumatori con ggépo GSTT1null
sono considerati ad alto rischio per lo sviluppatudnori all'apparato
respiratorio; diversi studi, inoltre, hanno dimasir che la presenza del
genotipo GSTT1-GSTMMoppio nullaumenta di 3 volte, rispetto al
genotipo GSTT1-GSTM1 doppio positivo, il rischio dumori
(Jourenkova-Mironovat al, 1999).

La GSTT1-1 sembra giocare un ruolo importante nglituppo del
cancro alla cavita orale e alla laringe in Cina éndia, dove il genotipo
GSTT1null ha la frequenza piu alta nel mondo e dove sonerskvie
abitudini alimentari ed il modo di fumare. Al coartio, il gene GSTM1 e
un importante fattore di rischio di cancro nei paedustrializzati, dove
il consumo di alcol e carne e alto, la frequenZagdaotipo GSTT 1aull
e bassa e il fumo di sigaretta € la piu comuneefainiesposizione (Nair
et al, 1999). Molti studi suggeriscono che individuivprdell’enzima
GSTT1-1 potrebbero essere ad alto rischio di tunmoiversi organi e
tessuti, come polmoni, intestino, cervello, globdssi, fegato e reni
(Landi, 2000).

La GSTT1-1 umana e la piu efficiente delle glutagictransferasi
nella denitrosazione e inattivazione del reagentéumorale 1,3-bis(2-
cloroetil)-1-nitrosourea (BCNU), un farmaco citdgta usato nel
trattamento di melanomi, carcinomi al polmone,dmf e tumori al
cervello (Wassermaat al, 1975). Tale composto, una volta introdotto
nell'organismo, viene idrolizzato e genera ioniroktilcarbonio che
producono legami crociati a livello del DNA a doppiilamento e
bloccano la mitosi, esercitando in questo modo dtol effetto
antitumorale; la GSTT1-1 agisce da enzima detassife catalizzando
la denitrosazione mediante coniugazione del BCNU GHH e
prevenendo, cosi, la formazione di specie alchi(@eberet al, 1993).

Il polimorfismo genetico GST1-1 sembra giocare,ngui un ruolo
fondamentale nella variabilita del metabolismo dimposti alogenati a
basso peso molecolare e di epossidi reattivi. &bslimostratoin vitro,
che la presenza della GSTT1-1 e sia un fattoreefiid che un fattore
di rischio per i danni causati da questo tipo dnposti, a seconda che la
GSTT1-1 sia coinvolta in reazioni di bioattivazioméioinattivazione.

1.12 Clorambucile

Il clorambucile € un agente alchilante a base adita usato nel
trattamento primario della leucemia linfocitica wiea, la pit comune
leucemia nei paesi occidentali. (Fostral, 1990) Esso sermbra svolgere
la sua funzione citotossica mediante formazioneghmi interstrand di
DNA che possono portare la cellula a morte per tgsdp. Nella
leucemia linfocitica cronica il 60-80% dei paziemtie ricevono un
trattamento con il clorambucile tendono a svilugparel tempo, una
resistenza al farmaco.(Fooet al, 1990). E’' stato proposto che Il
clorambucile fosse un substrato della GSTP1-1 ameli studi che
comparano la formazione del complesso GSH-CBL ies@nza e in
assenza di GSTP1-1. Questi studi hanno mostraewato incremento
nella formazione del coniugato in presenza delitmaz purificato
(Ciaccioet al, 1990). Un ulteriore studio ha riportato chevégianti
alleleliche della GSTP1-1 possono differire sigrafivamente con
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'enzima wt nella capacita di formare il prodottocdniugazione GSH-
CBL, indicando questi polimorfismi come potenziasponsabili dello
sviluppo della farmaco resistenza (Pandyal., 2000).

In alcuni studi i pazienti sono stati trattati cAoido Etacrinico, EA,
(inibitore della GSTP1-1 studiato come potenziakermiaco nel
trattamento di alcuni tumori) in associazione alorambucile
presentando un buon livello di remissione tumorale, notevoli effetti
collaterali. Tra questi si ha un elevato livellotaésicita dose-dipendente
legato alla diuresi che comporta squilibrio elditicm, iperglicemia,
ipocalcemia e ipomagnesemia piuttosto severi chdam®o impossibile
proseguire con trials di fase | (Test al,1997) Per questo si stanno
svolgendo ulteriori studi volti a sviluppare intit con elevata
specificita e con effetti collaterali ridotti (Figu8).
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Fig.8. Struttura chimica del GSH, CBL e EA.(Da Parkeal., 2008)

1.13 Benzene

Il benzene e riconsciuto ormai da molto tempo coareinogeno, per
guesto motivo la sua presenza nei posti di lavostata portata ad un
limite massimo di 1ppm, sia negli Stati Uniti chel paessi dell’'Unione
Europea (EU, 1997). L'esposizione occupazionalai@sta sostanza si
verifica specialmente nei settori che lavorano rattst contatto con
petrolio, benzina o altri fattori. Tra queste caitgg ci sono fattorie,
raffinerie o strutture industriali impegnate ngbeduzione di composti
chimici organici .

Il benzene € un composto ubiquitariamente presexitambiente, in
particolare come prodotto del petrolio (Snyderl.,1993) e del fumo
di sigarette (Beset al, 2001). Proprio per la loro esposizione a questo
composto durante le ore di lavoro, i vigili sonatstnclusi in numerosi
studi di tipo epidemiologico. (Fustinomt al, 2005; Verdinaet al,
2001;Chanvaiviet al, 2007;)

L'esposizione al benzene é stata associata con rogmeffetti
dannosi per la salute, quali malattie ematologielles stato riconosciuto
come agente carcinogeno di primo livello (WHO, 1093esposizione
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occupazionale prolungata nel tempo € associata eoemia,
pancitopenia, aplasia (ASTDR, 1997), leucemia ndel@acuta (Laret
al.,2004; Cheret al, 2007; Yinet al, 1996; Verma and Tombe, 1999),
sindrome mielodisplastice e linfoma non Hodgkin yeket al, 1997;
Sorhanet al, 2005). L'esposizione al benzene si verifica gaimente
per inalazione e la misura di benzene nell’'urineebsangue e utilizzata
come marker di una recente esposizione (Weisal, 1996; Ashleyet
al.,, 1994). Gili effetti del benzene sulla salute soregliati da intermedi
genotossici e citotossici che inducono danni al Dkexsonet al,
1985; Yageet al, 1990; Zhanget al, 1993; Kimet al, 2004).

Il metabolismo del benzene inizia nel fegato dohirda enzimi lo
convertono in diversi metaboliti tra cui fenoloradhinone, acido s-
fenilmercapturico e aciddrans,transnuconico. Poiché gli ultimi due
sono escreti nelle urine, sono comunememnte witiizome marcatori
di esposizione (Weiselt al, 1996). Il metabolismo del benzene avviene
in due fasi: nella prima gli enzimi di fase |, tnai il citocromo P450 2E1
(CYP2E1), lo trasformano in intermedi metabolicialjufenolo e
idrochinong(Seatoret al, 1994). Tali intermedi raggiungono il midollo
osseo dove la mieloperossidasi (MPO) li convertehimoni tossici. La
detossificazione di questi chinoni pud avvenire MAD(P)H: chinone
ossidoreduttasi-1 (NQOL1) o via Glutatione trasferas

NQO1 e responsabile della riduzione dei benzochinan di-
idrochinoni meno tossici (Rosst al, 2000), prevenendo cosi i danni
ossidativi (Nebertet al, 2000; Daltonet al, 1999), mentre la
coniugazione con il glutatione operata dalle GSilegponsabile della
produzione di composti meno tossici (Snydeml, 1993; Ross, 1996),
sebbene talvolta questa reazione possa portare f@itaazione di
composti tossici (Brattort al, 2000). Sia la Glutatione trasferasi T1
(GSTT1) che la Glutatione trasferasi M1 (GSTM1)samplicate nella
detossificazione del benzene ossido (Snyteal, 1993; Ross, 1996).
L’assenza del gene di queste proteine comporteetditpa dell’attivita
enzimatica (Alveset al, 2002; Seidegaret al, 1988;Sprengeet al.,
2000). Tali delezioni sono state precedentemessecate a diverse
forme di leucemia, compresa la leucemia mieloidga¢Boluferet al,
2006).

1.14 Cianobatteri

| cianobatteri o alghe blu-verdi, considerati proig@ri dei cloroplasti
vegetali. (Bryanet al, 1986). sono tra le forme di vita piu antichelalel
terra. Sono un gruppo di organismi ubiquitari intuna e capaci di
sopravvivere a variazioni di temperatura, luce eceotrazione chimica.
(Rippka et al, 1979). Questi organismi formano uno dei prinkipa
phyla di eubatteri e uno dei maggiori gruppi diteatGram-negativi.
Come gli altri batteri Gram-negativi, hanno un daope costituito da
una membrana plasmatica esterna e uno strato tidpeglicani. Inoltre,
presentano un sistema di membrane interno, deftensa tilacoidale,
che permette il passaggio di energia ed e la sad#ela fotosintesi che
della respirazione.

| cianobatteri attuano la fotosintesi ossigenicamiosimando i
meccanismi tipici della fotosintesi delle piante ncayuelli della
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respirazione basata sul sistema del citocromaidasi (Pescheét al,
2004).

Poiché i cianobatteri sono stati i primi organisnprodurre 0ssigeno
molecolare (Q), essi hanno necessariamente evoluto un sistema pe
difendersi dalle specie reattive dellossigeno (R@8me i radicali
superossidi (©), i radicali ossidrilici (OH e il perossido di idrogeno
(H205). Per una efficiente rimozione dei ROS questi onganismi, cosi
come gli altri hanno sviluppato una serie di stygetra cui la
produzione di enzimi detossificanti.

1.14.1Synechocystisp. PCC 6803

Il cianobatteridcSynechocystisp. PCC 6803 e diventato un sistema
modello per numerosi studi molecolari e biochimeampresi studi sulla
fotosintesi (Gombogt al, 1992), risposta allo stress (Hagemarmt
al.,1990) analisi riguardanti I'heat shock (Suzekal, 2001).

L’intero genoma € stato sequenziato e sono statitiicati 3168
geni. (Nakamurat al, 1998).
Il sequenziamento dell'intero genoma ha permessassiegnare sulla
base delle omologie di sequenza putativi ruoli fonali alle diverse
proteina codificate, tuttavia molte di queste pretedevono ancora
essere caratterizzate da un punto di vista bioclimifisiologico.

In particolare sono state individuate tre putatjgtatione trasferasi
(sll0067, sll1147 e sli1545), le cui sequenze ssotbo riportate, di cui
non & ben chiaro I'attivita con il GSH.

sll0067

MIKLYGAPQRSASIIQWYLEELSLPYEFVNVNLKEGEHRQAPYLAINPFGKR/PAIAD
GNFHLWESGAILLYLAEKASTIPADAQARALVNQWILFANSTLANGLFIEAVREKEM
PRLLQSLEKILGRSPFILGEKFSVVDVAVGSILAYVPIMLKNFDDYPAVAAYVQGL

VQRPAFQASIGAR

sll1147

MTKTELLWPALITALATMLYLVLVINVGRARAKYGVMPPATTGNEDFERVL RVQYNT
LEQLAFFLPGLWLFAIYRDPTIAAILGAVWLLGRILYAWGYYQAAEKRMVG FALGSL
SSMILVVGALLSILWQLRQLSQF

sll1545

MLELHQFELSQYSEKVRLILDFKGLDYRTVEVVPGVGQLDLLRLSGQTKVR/LKDG
IVIADSTEIALYLDRKYPENSLLPHDPVQRGQCLLMEEWADESIGLKGRVAVMVGALN
QNPGLRASILPKQTPGIFKNLVSAVPPAMLDLLGSGVGFFGGDAVKEAMRGHQDLEA
LTLILQHQPYLIGDRPTLADLTVAALSMVIKIPGGNYLNIAQELKGKGIPG LADNSA
YSAFFEWRDRLYREYRRSHQQDNNQNNGSGSSNNSSPTTITIE
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PROGETTO DI RICERCA

Il mio percorso di dottorato e stato articolatodimersi progetti tutti
volti a definire il ruolo di alcune GST citosolichenane (GSTP1-1,
GSTM1-1 e GSTT1-1) e dei loro polimorfismi, rise#il'insorgenza di
fenomeni di farmaco resistenza in seguito a tradtam con alcuni
farmaci chemioterapici (quali il clorambucile), all maggiore
suscettibilita all’azione di sostanze definite caogene (come |l
benzene) e al ruolo svolto nella progressione dedi tumorali
prostatiche. Di rilevante importanza e stata, meglta caratterizzazione
di una nuova GST (GST short) la cui sequenza @ stiantificata nel
genoma del cianobatteri®ynechocystiBCC 6803.

In letteratura sono presenti numerosi lavori, stpti@ di carattere
epidemiologico, che mettono in luce una possib#soaiazione tra i
polimorfismi della GSTP1-1 (llel04val, Alal13val e
llel04Val/Alall3Val) e il manifestarsi di alcuninemeni di carattere
clinico-patologico. Tra questi, di particolare inmfamza risultano essere
quelli riguardanti la suscettibilita ai tumori e $@iluppo di fenomeni di
chemioresistenza (Yarbret al, 1996) in risposta sia a trattamenti con
sostanze a base di platino, (Stoelmaatteal, 2002), sia a trattamenti
con agenti alchilanti (Srivastaed al, 1999). Inoltre, dai dati presenti in
letteratura, emerge una tendenza da parte dei egbgglimorfici nel
locus del gene GSTt a sviluppare tumori secondari in seguito al
trattamento con chemioterapici; tra questi il piincine sembra essere la
leucemia mieloide acuta, (Kaldet al, 1990; Traviset al, 1996; Travis
et al, 1999; Traviset al.,2000; Woldoret al, 1999; Allanet al, 2001).
Nonostante siano state postulate numerose ipogesirdo ai motivi che
potrebbero essere alla base di questi fenomeni, éh@iata ancora
evidenziata una precisa causa molecolare chediifjali.

A tal proposito, la prima parte del mio progetto dbttorato si
propone di analizzare da un punto di vista cinelictunzionalita delle
varianti alleliche della GST P1-1 e di valutarnattivita in risposta al
trattamento con alcune sostanze chemioterapiche. r&ggiungere
guesto obiettivo, i mutanti 1104V, A113V e [1104V/A3V sono stati
clonati, espressi in cellule dt.coli TOP10 e purificati mediante
cromatografia per affinita al glutatione. Le prowiottenute dalla
purificazione sono state utilizzate sia per la ttarazazione biochimica
in presenza di diversi cosubstrati (CDNB, EA, NBD;Csia per
effettuare prove di termostabilita a diverse terapge (10°C-55°C), sia
per valutare l'effetto inibitore di un diffuso agenchemioterapico, il
clorambucile.

Inoltre, nel corso di questo lavoro é stato pobsilieterminare,
mediante cristallografia a raggi X, I'interazionel ¢lorambucile con |l
sito attivo di queste varianti alleliche in moda dalutare I'eventuale
variazione di legame tra I'enzima wt e i suoi mtitan

Un secondo punto preso in considerazione nel abebmio progetto
di dottorato € stato quello relativo allo studio gelimorfismi, non solo
della GSTP1-1, ma anche delle GSTT1-1 e della GSIM1
specialmente nelle loro forme polimorfiche piu d&é ( date dalla
delezione dei geni GSTM1 e GSTT1). In modo paréioella nostra
attenzione si e focalizzata sul ruolo che tali polifismi potrebbero
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avere in soggetti occupazionalmente esposti aldrenz L’esposizione
al benzene e stata associata a numerosi effettiodaper la salute, quali
malattie ematologiche, e il benzene é stato riccints come agente
carcinogeno di primo livello (WHO, 1993). L’espasize occupazionale
prolungata nel tempo e, inoltre, associata con @epancitopenia,
aplasia , leucemia mieloide acuta (Leinal,2004; Cheret al, 2007;
Yin et al, 1996; Verma and Tombe, 1999), sindrome mielddsge e
linfoma non Hodgkin (Hayest al.,1997; Sorhamt al, 2005). Gli effetti
del benzene sulla salute sono mediati da interngaiotossici e
citotossici che inducono danni al DNA (Erexsenal, 1985; Yagert
al., 1990; Zhangt al, 1993; Kimet al, 2004).

In modo particolare la scelta di studiare I'effeti@ polimorfismi dei
geni GSTM1 e GSTT1 nasce dall’evidenza che entraqubsti enzimi
sono implicati nella detossificazione del benzessidp (Snydekt al,
1993; Ross, 1996). L'assenza del gene di questeipeo comporta,
inoltre, la perdita dell’attivita enzimatica (Alvet al, 2002; Seidegard
et al, 1988; Sprengeret al, 2000). Tali delezioni sono state
precedentemente associate a diverse forme di leacemmpresa la
leucemia mieloide acuta (Bolufet al, 2006).

A tale proposito sono stati condotti studi di g@marzazione per i
geni GSTT1, GSTM1 e GSTP1 (anche se I'analisi distjultimo non &
stata ancora terminata) su DNA estratto da camplosiangue intero
prelevati, e opportunamente trattati, da soggetitupazionalmente
esposti al benzene e da soggetti usati come cmt€@lieste analisi sono
state accompagnate da studi di carattere fenotipab a saggiare
l'attivita specifica degli enzimi GSTP1-1 e GSTT]1-&ondotti su
campioni eritrocitari appartenenti agli stessi ssggdi cui sopra,
utilizzando i substrati specifici per questi enzirfrispettivamente,
CDNB e EPNP). Anche in questo caso le analisi soraora in fase di
svolgimento.

La terza parte del mio dottorato € stata basate stlidio della
GSTP1-1 in linee cellulari tumorali immortalizzateprostata a diverso
grado patologico.

In particolare l'interesse rivolto verso questotili tumore nasce dal
fatto che esso rappresenta una tra le principaBedi morte maschile in
Europa e in USA. (Fostest al, 1999). In questi paesi, infatti, la sua
incidenza e del 30% negli uomini di eta superiorg0aanni e arriva fino
all’80% negli uomini al disopra degli 80 anni daetn totale nel 2000
sono stati riscontrati 18.500 nuovi casi negli iStaniti. (Landis et
al.,1999).

Inoltre, al contrario di quanto accade nella maggiarte dei tumori
umani, nel tumore della prostata la GSTP1-1 serebsare assente (Lee
et al, 1994; Moskalulet al, 1997; Murrayet al, 1995; Sullivaret al.,
1998), mentre risulta presente nelle cellule ejpliebasali del tessuto
sano le quali vengono perse durante lo sviluppotalore invasivo
(Leeet al, 1994; Moskalulet al, 1997).Tale assenza di espressione nel
tessuto tumorale risulta associata, come detto gyrimmd una
ipermetilazione del promotore della proteina stepsacesso che non si
verifica nel tessuto sano o nell'iperplasia benighae et al, 1994;
Brookset al, 1998; Millar et al, 1999).In questo contesto i nostri studi
sono consistiti nella coltura di linee cellulari nmortalizzate della
prostata e nella valutazione dell’alterazione giressione della GSTP1-
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1 sia mediante tecnica del Western Blotting, siediamte saggio
dell'attivita enzimatica.

In fine, una parte importante del mio dottoratdaasimpiegata nella
caratterizzazione biochimica di una delle tre G8fuenziate a partire
dal genoma del cianobatteri®ynechocystys PCC 6803uesto
cianobatterio € diventato un sistema modello pemerosi studi
molecolari e biochimici, compresi studi sulla fatdesi (Gombost al,
1992), risposta allo stress (Hagemaatnal,1990) analisi riguardanti
'heat shock (Suzuket al, 2001). Il suo genoma € stato interamente
sequenziato e sono stati identificati 3168 genak@muraet al, 1998)
tra cui tre putative GST. Tra queste la nostranattme si € focalizzata
sullo studio della GST short, la cui sequenza @rtga di seguito:

sll0067

MIKLYGAPQRSASIIQWYLEELSLPYEFVNVNLKEGEHRQAPYLAINPFGK/PAIAD
GNFHLWESGAILLYLAEKASTIPADAQARALVNQWILFANSTLANGLFIEA VREKEM
PRLLQSLEKILGRSPFILGEKFSVVDVAVGSILAYVPIMLKLNFDDYPAVAAYVQGL
VQRPAFQASIGAR

Gli esperimenti di caratterizzazione biochimica ostati basati
sull'individuazione della corretta modalita di pigazione di questo
enzima; sull’analisi delle sue proprieta cinetichebase sia allo studio
dell'attivita enzimatica, in presenza di diversisabstrati, tipicamente
usati nella caratterizzazione delle principali GS&ifosoliche umane,
(CDNB, EA, EPNP, NBD-ClI e Cu-OOH), che allo studatella
dipendenza dellattivita enzimatica alla conceribme di GSH
utilizzata. Sono stati condotti, inoltre, studi laulstabilita termica
dell’enzima a diverse temperature (10°C-55°C).ime,fqueste analisi di
tipo biochimico sono state accompagnate da studiatieling e analisi
della sequenza primaria di tale proteina miratiefinitne la struttura
tridimensionale e le origini filogenetiche. In ctugione, si e cercato di
capire se tale proteina fosse indotta in seguitosteess dato
dall’esposizione delle cellule @ynechocystialla luce UV: per questo
motivo, tali cellule sono state fatte crescere amdizioni di stress per
diversi tempi di incubazione e, successivament@)izate mediante
Western Blotting diretto contro la GST short.
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2. RISULTATI

2.1 STUDI SULLE VARIANTI ALLELICHE DELLA GSTP1-1

2.1.1 Attivita specifica e proprieta cinetiche de# varianti alleliche della
GSTP1-1 in presenza di specifici cosubstrati

Tutti i mutanti sono stati espressi ikscherichia colie purificati mediante
cromatografia per affinita al GSH come I'enzima wt.

Saggiando I'attivita specifica dei mutanti della T2-1 (1104V, A113V
1104V/A113V) in presenza di tre differenti co-subast (CDNB, EA, NBD-CI)
non sono state trovate differenze rilevanti, fattaezione per il mutante 1104V
(*B) che ha mostrato una significativa riduziondl'd#ivita nei confronti del
CDNB, rispetto all’enzima wt (Tabella 6).

Tabella 6. Attivita specifica della GSTP1-1 wt e delle swianti alleliche (1104V, A113V e
1104V/A113V) in presenza dei differenti cosubstrati

Enzimi Substrati
Attivita Specifica
(umol mg™ min™)

CDNB EA NBD-CI
GST P1-1 110+10 1.7+0.01 3.7+0.1
1104V 60+8 1.8+0.03 2.5+0.08
Al13V 110+10 1.4+0.01 4+0.12
1104V/A113V 70+6 2.5+0.04 3+0.09

Studi condotti precedentemente all'interno del ro&boratorio, utilizzando
gli stessi cosubstrati menzionati precedentemeanty/ano indicato I'importanza
della mutazione della Tyr in posizione 108, undasilocalizzato nel sito H della
GSTP1-1 umana. Poiché il residuo lle104, presentsa delle varianti alleliche
analizzate, e localizzato anch’esso all'internositd H vicino al residuo di Tyr
108 (3 A), abbiamo deciso di utilizzare per i nostridstgli stessi cosubstrati.

| risultati delle analisi condotte, sono indicagilla tabella 7.
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Tabella 7. Analisi cinetiche allo stato stazionario degleeni GSTP1-1, 1104V, A113V, 1104V/A113V in presendi
specifici cosubstrati.

Substrate  Enzyme Km®SH Kmcosub Keat Kead KMCOSHP

(mM) (mM) (sh (sTmM™)
GST P1-1 0.15+0.03 1.2+0.1 79+3 66+3
CDNB 1104V 0.11+0.03 2.9+0.4 52+2 18+2
Al113V 0.13+0.002 1.4+0.09 79+2 56+2
1104V/A113V 0.08+0.01 2.3+£0.09 48+3 21+3
GST P1-1 0.17+0.05 0.21+0.02 3.2+0.2 15+2

EA 1104V 0.17+0.02 0.08+0.003 1.8+0.3 22.5+3
Al113V 0.21+0.04 0.09+0.009 1.3#0.5 1442
1104V/A113V 0.20+0.01 0.06+0.01 2.320.6 38+2

GST P1-1 0.008+0.002 0.004+0.001 1.0#0.2 250+12
NBD-CI 1104V 0.007+0.001 0.007+0.003 0.26+0.8 3715
Al113V 0.014+0.008 0.011+0.009 1.3%+0.09 118+7

1104V/A113V 0.003+0.0004 0.002+0.0002 0.52+0.5 26010

Tra i mutanti analizzati, I'effetto principale, usto I CDNB come
cosubstrato, e stato osservato a carico del mutdo®V. Infatti € possibile
notare un significativo incremento nel valore di ¥hf (2.9mM) e un
decremento di circa 3 volte del valore di efficianzatalitica (1842 s mM™
invece di 6623 3 mM™); per quanto riguarda il valore dizksi pud osservare
solo una lieve riduzione mentre la KM non risulta essere influenzata dalla
presenza della mutazione.

Utilizzando I'EA come co-substrato sabbiamo osderveffetti simili sui
mutanti 1104V e A113V i quali hanno mostrato untéodecremento dei valori di
keat € della Kni* rispetto all’enzima wt, mentre I'efficienza catiié non risulta
influenzata.

In fine, in presenza di NBD-CI come co-substratarihcipale effetto e stato il
decremento di circa 4 volte del valore dj:knentre sia la Kif°" che la Kn®™
! sembrano essere influenzate solo marginalmente.

Sebbene siano stati ripostati studi cinetici insprza di Clorambucile come
cosubstrato da altri autori (Hortet al, 1999) , non ci € stato possibile condurre
le medesime analisi data la necessita di particetewumentazioni e la difficolta
nell'eseguire tale metodica. Infatti si tratta di end-point assay che misura la
guantita di coniugato GSH-CBL formatasi in seg@t80 minuti di incubazione
del CBL in presenza di GSH 3H marcato. Questo gdtodpuo quindi essere
isolato utilizzando una cromatografia e quantificatediante conta del prodotto
radioattivo.
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2.1.2 Stabilita termica delle varianti allathe della GSTP1-1

La stabilita termica della GSTP1-1 wt e delle saeanti all’eliche (1104V,
A113V e 1104V/A113V) e stata saggiata incubandaaii \enzimi a differenti
temperature (10-55°C) per 15 minuti. Come mostmatéigura 1 c’é una lieve
riduzione dell’attivita di ciascun enzima intorniod®°C. Il tempo di incubazione
dei vari enzimi a questa temperatura € stato mpitolungato per intervalli di 1 h
fino a raggiungere le 24h di incubazione, senzag@mne nei valori di attivita. (
i dati non sono presenti). Tuttavia, a temperatungeriori € possibile osservare
delle variazioni nel comportamento del mutante MO fatti, in seguito a 15
minuti di incubazione dell’enzima a 50°C si notdattivita residua del 55.8%
rispetto al 65.3% presentato dall'enzima wt. Quegéiazioni non sono
osservate nel mutante A113V che presenta un comrperito molto simile a
quello dell’enzima wt, mentre il doppio mutante g@eta un valore di attivita, in
seguito ad incubazione a 50°C, intermedio rispetipiello presentato dai singoli
mutanti (Fig. 12).

Il differente comportamento del mutante 1104V rigpeall’A113V puo essere
spiegato dalla collocazione del residuo 104 sutiéel, una regione flessibile
implicata nella catalisi enzimatica. Al contrarib,residuo 113 é localizzato
lontano dal sito attivo e, quindi, la sua mutazioran influenza la stabilita
termica dell’'enzima.

125+

o0 ——GSTPL-1
<t —— 1104V
> —— A113V
= 75 —— 1104V/AL13V
<
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]
o
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TEMPERATURE €
Fig 12.Stabilita termica degli enzimi GSTP1-1, 1104V, AV18 1104V/A113V.
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2.1.3 Studi di inibizione delle varianti beliche della GSTP1-1

E’' stato dimostrato da studi precedenti che ilraslabucile pud essere
coniugato al GSH in presenza della GSTP1-1 wt & drle varianti alleliche
(Pandya et al, 2000). Noi abbiamo cercato di capire, mediantedisdi
ICs0,condotti usando il CDNB come cosubstrato, se guiestnaco antitumorale
fosse un inbitore della GSTP1-1 wt o dei suoi miit&ome si vede dalla figura
13 i risultati indicano che il CBL non € un inikigoné dell’enzima wt né dei suoi
mutanti.

1.00+ « GSTP1-1
ICsp>1mM

0757 . TSN L oy

£ ’ T IC5,20.8mM
I 0.50-
< . L v A113V
' 7 BN ICgp24mM
0.25+
+ 1104V/A113V
0.00 . . . |Csp21mM
-1 0 1 2

log[CBL] ( uM)
Fig.13. Studi di inibizione
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2.2 Analisi del polimorfismo genetico nei geni uma GSTM1 e
GSTT1

Il genotipo delle GSTT1 e della GSTM1 é stato dateato su 183
soggetti, di cui circa 157 esposti al benzene @@b esposti. L’analisi
del polimorfismo genetico per i geni GSTM1 e GSTd &tata condotta
simultaneamente in un singolo saggio, usando laidacdella PCR
MULTIPLEX, che prevede I'amplificazione dei geni G841 e GSTT1
da DNA genomico e dell-GLOBINA come gene house-keeping,
come descritto in Materiali e Metodi.

Dopo aver estratto il DNA genomico da sangue intetdizzando
I'estrattore automatico MagNA Pure LC, é statataffga una verifica
gualitativa per valutare I'eventuale presenza diaBiNcome mostrato in
figura 14.

Figura 14: gel di agarosio allo 0.8% (wi/v)
dopo estrazione del DNA dello stesso
campione

L’assenza nel gel in figura 14 delle bande di degzéone causate
dalle DNasi indica la buona riuscita del processestrazione del DNA.

Successivamente € stata verificata I'esattezzaadgllificazione su
gel d'agarosio al 2.5% (w/v); in figura 15 sono a8 i frammenti
amplificati che comprendono una regione di 215 bpgkne GSTM1,
una di 480 bp del gene GSTT1 e un’altra di 268 epgkne dellg-
globina.
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®» 480 bp
®» 268 bp
» 215 by

Figura 15: gel di agarosio al 2.5% (w/v) dopo PCR.
Corsie gel: 1) markers; 2) GST Tllll ; 3) GST M1null ; 4) wt;
5) doppionull

Dall'analisi del genotipo effettuata su campionisdingue intero di
soggetti occupazionalmente esposti al benzenesegtjetti non esposti,
usati come controllo, risulta che il gene GST Maséente nel 50% dei
soggetti esaminati, mentre il gene GST T1 mancairca 20% degli
stessi campioni (tab. 8).
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Tabella 8: distribuzione genotipica del polimorfismo delle T33-1 e GSTM1-1 in un campione
di individui esposti al benzene ed in un campioneodtrollo.

, Frequenza , Frequenza
: Esposti . controlli .
Genotipo (n = 157) genotipica (n = 25) genotipica
(%) (%)
Wild type 56 35.6 7 28
GSTT1-1
null 17 10.8 1 4
GSTMI-1 71 45.2 13 52
null
Doppio 12 7.6 4 16
null
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2.3 CARATTERIZZAZIONE DELLA GST short D | SYNECHOCYSTIS

2.3.1 Espressione e purificazione @eGST sh

La GST short viene espressa a bassi livelli corngema solubile in
E.coli. Poiché I'enzima presenta una bassa affinita p&SH, non e
possible eseguirne la purificazione utilizzando wnamatografia per
affinita al GSH stesso, per questo motivo abbiatiizzato una colonna
cromatografica con affinita per ioni metallo cheutth il legame con le
sei istidine presenti su una coda all’N-terminagdladproteina stessa. Il
problema della purificazione €& dato dalla formaeiodi corpi di
inclusione che portano alla precipitazione dellatgina nel pellet e,
quindi, ad una sua minore presenza nel citoplastia cellula (Fig.16).

kba MK P. E.T. N.L. W. GST Short
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Fig. 16 Purificazione GST sh.ll gel (12.5%), mostra la
presenza di bande corrispondenti alla GST sh ite tiet
frazioni della purificazione: pellet (P), estrattdale (E.T.),

non legato (N.L.) e lavaggio (L.) nell'ultima lané
possibile osservare la proteina purific

2.3.2 Attivita specifica e proprieta cinetiche detl GST short

| valori di attivita specifica della GST sh otteninn presenza di
differenti cosubstrati, sono mostrati nella tab8lld_’enzima mostra una
buona attivita perossidasica con il cumene idroggdm, ma i valori di
attivita in presenza degli altri cosubtrati (CDNB?NP, EA e NBD-CI)
risultano essere piuttosto bassi. Per ogni subssanho state eseguite
delle attivita di controllo utilizzando una dell&SE citosoliche umane in
modo tale da paragonare i risultati con le divergeiilogenetiche.
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hGSTP1-1 hGSTA1-1 hGSTT1-1 GST short

CDNB 100 - - 0.15
EA 1.48 - - 0.14
EPNP - - 15 0.11
CuOOH - 13.5 - 2.7
NBD-CI - 24 - 0.11

Tab. 9. Attivita'specifica. La tabella mostra i valori di attivita specifigamol mg* min™) ottenuti
usando 5Qig di GST short.

In modo particolare dalla tabella risulta che Rath specifica della

GST sh risulta estremamente piu bassa di quellaratagialla GSTP1-1
umana in presenza di CDNB come cosubstrato e di défme
cosubstrato. In presenza di EPNP, substrato casétte per la GSTT1-
1 umana, l'attivita della GST short risulta esseieca 12 volte inferiore
rispetto a quella mostrata dall’enzima umano usaime controllo.
Infine si pud osservare una fortissima riduzioné vedori di attivita
specifica della GST short, in presenza di NBD-Cieocosubstrato,
rispetto alla GSTA1-1 umana, mentre nei confrordl Gu-OOH la
differenza tra questi due enzimi risulta essesoti 5 volte.

Il valore della Knf*" (Figura 17) indica una bassa affinita
dell’enzima verso questo substrato. Inoltre, éostaicolato il valore di
keat Sulla base della M ottenuta usando una classica equazione di
Michaelis Menten (Tab. 10).

0.02+

0.014

AA/min

0.00 T T T
0.00 025 050 0.75 1.00 1.25

[GSHIMM

Fig.17. Dipendenza dell'attivita enzimatica della GSTshallal
concentrazione di GSH, ottenuta usandpgs@i proteina purificata.

50



EnZ|ma %ax kcat KmGSH kca[/KmGSH

(nmol rlnir'll mg (sh (umol) (mM*sh
)
GST 0.016 0.013 0.21 0.062

short

Tab. 10. Parametri cinetici della GST short in presnza di concentrazioni variabili di GSH.Le
attivita sono state eseguite utilizzando una comaeione costante di CDNB (1mM) e variando la
concentrazione di GSH (0.05-1mM) in tampone foséafoM pH 6.5 a 340 nm.

Dalla tabella risultano particolarmente evideriigssi valori di ky; e
di efficienza catalitica.

2.3.3 Stabilita termica

Gli studi di stabilita termica mostrano un comporéato simile della
GST sh rispetto alla GSTP1-1 umana, usata comerctiont alle
temperature iniziali. Tuttavia, intorno ai 40°C espibile osservare un
decremento del 20% dellattivita della GST sh, dienta ancora piu
evidente tra i 45°C (35%) e i 50°C (88%) fino adtatale annullamento
dell'attivita stessa a 55°C. Al contrario, l'atti@idella GSTP1-1 umana
rimane stabile fino ai 40°C, si reduce del 22%indoai 45°C ,del 50%

a 50° C fino ad arrivare a 0 a 55°C come nel cadla &ST short (Fig.
18).

1254
100+
——GSTP1-1

75 ——GSTsh
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Residual Activity(%)
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Temperature(T)

Fig.18 Stabilita termica. Le attivita sono state eseguite a
340 nm e 25°C in tampone fosfato 0.1M pH 6.5 in
presenza di GSH 1 mM e CDNB 1 m.
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2.3.4 Estrazione delle proteine solubili da Synechgstis sp. PCC

6803

Cellule di Synechocystis sono state fatte creseceogndizioni di stress
indotto dalla luce e successivamente raccolte guite a differenti

tempi di esposizione (da tO a 7 giorni). | campisono stati quindi
sottoposti a SDS/PAGE e Western Blotting per ifieate la presenza
della proteina di interesse (GST short) nel citaisle cellule. La figura
19 mostra il pattern di espressione proteica neke8yocystis ai diversi
tempi di incubazione. | dati riguardanti il Westdsitotting non sono
mostrati poiché devono essere ulteriormente inyasti
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Figure 19. SDS/PAGE 13.5%&spressione

di protein in campioni a differenti tempi di
esposizione alla lucetO, t2h, t6h, t24h,

t48h, 7giorni, ctrl (7 giorni senza
esposizione alla luce).
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2.4 ANALISI DELL’ESPRESSIONE DELLA GSTP1-1 IN LINEE
CELLULARI TUMORALI DELLA PROSTATA

2.4.1 Studi di Western Blotting condotti sulle liere cellulari di
prostata

Le analisi sono state condotte su numerose linkdareimmortalizzate
di prostata e i risultati ottenuti sono stati nokimrati per il gruppo di
appartenenza delle stesse linee cellulari.

Come si puo vedere dalla Fig 20, la presenza Oalt@a corrispondente
alla GSTP1-1 risulta essere particolarmente evalemtlle cellule
iperplastiche benigne (BPH) che rappresentano #troocontrollo
positivo. Si tratta, infatti, di cellule che pret@mo un certo grado di
iperplasia ma che non sono tumorali; per questovamoisulta evidente
la presenza dell’enzima GSTP1-1 il cui promotora aanetilato. Nelle
linee cellulari tumorali del gruppo G2, associatd ana prognosi
positiva per il paziente, la banda di espressioglea dSSTP1-1 risulta
presente ma con un’intensita minore rispetto algueksente nella lane
corrispondente alle linee cellulari BPH (pannellp Balla figura risulta
inoltre evidente come ad un maggiore livello diraggivita del tumore
(linee cellulari del gruppo G1, associate ad urggmee prognosi per il
paziente, e linee cellulari tumorali metastaticiNGlaP) corrisponda una
sempre minore espressione della banda relativa GBEP1-1 che,
infatti, risulta del tutto assente nella lane pandente alle linee
cellulari tumorali metastatiche, LNCaP (controllegativo).
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LNCaP

o~ -
Q ]

I
GSTP1-1 '—_

Actina | — -|

N

(S
L

GST P1-1/Actina

=
i
1.5 1 i
14 S
D‘S 7 -
0 ' , .
BPH G2 G1

LNCaP

Fig. 20.A) Blotting anti-GSTP1-1 in cellule prostatiche aatiso grado patologic®) Analisi
densitometrica e statistica del Blotting anti GSTIPrielle stesse linee cellulari.
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Durante il nostro studio abbiamo, inoltre, cercato capire se la
progressiva scomparsa della GSTP1-1 nell'estragite dliverse linee
cellulari prostatiche, fosse in qualche modo comptndalla comparsa
di GST appartenenti ad altre classi. A tale scopoosstati condotte
analisi di Western Blotting nelle stesse lineeutati prese in esame per
la GSTP1-1 andando pero ad evidenziare I'eveniu@igparsa di bande
corrispondenti alle GSTT1-1, GSTM2-2 e GSTA1-1. figura 21
ribadisce la presenza in intensita variabile deIBTP1-1 nelle diverse
linee cellulari, ma non evidenzia alcuna bandatikglaa nessuna delle
altre GST prese in esame.

BPH G2 G1
2llz 2 2l lz &
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Fig. 21 Western Blotting anti GSTP1-1, GSTM2-2, GSTT1-IG8TA1-1 in linee
cellulari tumorali a diverso stadio patologico
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A.S. GST P1-1 (U/mg)

2.4.2 Analisi dell'attivita specifica della GSTP1-1in linee cellulari
tumorali prostatiche

| dati ottenuti dagli studi di Western Blotting sostati avvalorati da
quelli derivanti dai calcoli di Attivita Specificaffettuati sulle stesse
linee cellulari. Come si nota in Figura 22, infattivalori di Attivita
Specifica, calcolati (come descritto in materialimeetodi) usando
GSH1 mM e CDNB 1mM, risultano progressivamente pissi
passando dalle linee cellulari iperplastiche bemighiBP) fino a
diventare nulli nelle linee cellulari tumorali mstatiche, LNCaP, (dati
non mostrati).

01 -
*
0.08 -
0.06 4 #
0.04 4
04 :
BPH G2 G1

Fig. 22 Analisi densitometrica e statistica dell’attivisdpecifica della GSTP1-1 saggiata
nelle cellule prostatiche immortalizzate a diveggado patologico. L'attivita delle linee

BPH ¢ significativamente maggiore rispetto alleeénG1l e G2 (p<0.05 vs G1 e G2).
L'attivita delle linee G2 é ancora significativamempiu alta rispetto alle linee G1 (p<0.05 vs
G1l).
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3 DISCUSSIONE

3.1 Studi condotti sulla GSTP1-1 e sui suoi mutantilO4V, A113V e
[104V/A113V

La purificazione ha dato risultati simili per tugfi enzimi (GSTP1-1 wt,
1104V, A113V e 1104V/A113V), data la loro similefaita per il GSH.
Infatti, gli studi cinetici condotti sulla GSTP1vit e sui suoi mutanti
hanno permesso di stabilire che il sito di legameilpGSH (sito G) non
e influenzato dalla presenza delle mutazioni

Studi cristallografici condotti precedentemente lssulGSTP1-1 in
complesso con il S-hexyl GSH (Reinenwdral, 1992)o con I' EA
(Oakleyet al., 1997)hanno permesso di collocare il residuo lle104 nel
sito-H, vicino alla Tyr10843 A) e il residuo Alal13 nella regione N-
terminale, completamente al di fuori del sito aitiwl18 A). Tale
struttura ci aiuta a spiegare i cambiamenti chesservano nei parametri
cinetici principalmente a carico del mutante 1104vientre di piu
difficile interpretazione risultano le variazionsservate per il mutante
Al113V in presenza dellEA come cosubstrato, promicausa della
distanza tra il residuo 113 e il sito attivo deib@ma. Altri studi
suggeriscono che la mutazione 1104V possa altdiiatera struttura
geometrica del sito-H dell’'enzima oppure che possftaverso un
“effetto sfera secondario”, influenzare il ruolelld Tyr108 (Zimniaket
al., 1994)Come riportato da lavori precedenti (Lo Be#b al, 1997,
Johanssoret al., 1998) inoltre, I'effetto delle mutazioni pud vaeaa
seconda del meccanismo e del substrato usati sedkso enzima. Per
esempio, il CDNB é il substrato classico nella r@@e di coniugazione
con il GSH ed é stato dimostrato che il fattoreittmte per questa
reazione é di natura fisica, (Ricet al., 1996), e che la Tyrl08 non
influenza questo meccanismo catalitico (Lo Bettal, 1997). Nel caso
del mutante 1104V la &; risulta quasi completamente inalterata dalla
presenza della mutazione, mentre & possibile ca®enn aumento dei
valori di Km“" 8 ad indicare che la mutazione (da lle a Val) pud
influenzare il legame del CDNB probabilmente a eadslla differente
idrofobicita o della differente grandezza tra i desidui.

Nel caso dellEA, la Tyr108 svolge un ruolo impart& nella reazione di
addizione di Micheal poiché stabilizza lo statotrdinsizione grazie al
Suo gruppo idrossile; per questo mutazioni a catic@sidui localizzati
vicino alla Tyrl08 possono alterare la catalisi.alttordo con quanto
detto sopra, € possibile osservare nel mutanteM10% decremento di
circa 2 volte nei valori di .

In fine, usando 'NBD-Cl come cosubstrato, il pipele cambiamento
che si osserva nel mutante 1104V é la forte ridoeidel valore di k; e
di efficienza catalitica (da 250+12'smM a 37+5 §' mM). E’ stato
riportato che nella reazione che si verifica usatitdB-Cl come
cosubstrato, lo step limitante, di natura fisicdaé dai lenti movimenti
dell’elica 4 su cui sono localizzati sia il residdgrl08 che lle104
(Caccuriet al, 1996). Tale rigidita € data dalla possibile prem di un
legame idrogeno tra il gruppo idrossile della T@16 I'atomo di
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ossigeno del’NBD-CI; infatti, la perdita di talegame nel mutante
Y108F comporta un aumento di circa 8 volte del raldi k.5 (Lo Bello
et al., 1997). Anche nel mutante 1104V la sostituziond’itelcon Val
sembra influenzare tale valore, probabilmente rzdndo il legame tra il
substrato e I'elica4. In conclusione, tra le vatiiatleliche, i principali
cambiamenti catalitici avvengono a carico del migaril04V,
suggerendo un ruolo fondamentale di questo resiélia catalisi o nel
legame con il substrato anche rispetto al residu@0B.

Studi precedenti condotti sulla stabilita termicalel varianti alleliche
della GSTP1-1 (Ali-Osmarmt al, 1997; Zimniaket al, 1994) hanno
indicato una minore stabilita del mutante 104 (spondente alla
variante allelica HGSTP1*B) rispetto all’enzima {HGSTP1*A) alla
temperatura di 45°C. | nostri studi, condotti atesse temperature, non
supportano questi dati. Infatti, in seguito ad lezione di tutti gli
enzimi per 1h a 45°C non abbiamo osservato alcudazione
dell'attivita enzimatica e; anche protraendo I'espento fino alle 24h il
risultato, per tutte le varianti alleliche, si €& strato inalterato.
Solamente dopo una breve incubazione a 50°C abbam®ervato una
minore termostabilita del mutante 104 rispettoealtima wt, in accordo
con esperimenti precedentemente condotti (Johartsadn 1998). Sulla
base di questi ultimi risultati, sorge la questigeda termostabilita delle
varianti alleliche possa essere considerata uroréattiievante nella
spiegazione della loro differente suscettibilitéirdorgenza di alcuni
tumori, come indicato in alcuni studi epidemiolagic

Per quanto riguarda l'interazione tra il CHL e I&T?1-1 wt € i Suoi
mutanti, nel corso del lavoro da noi condotto setaii effettuati studi
cristallografici (Parker M, dell’'universita di Medloirne) che ci hanno
permesso di osservare come questo agente cherpiotersi vada a
collocare nel sito-H dell’enzima. Come si puo veddalla figura 23b
guando il clorambucile € coniugato con il GSH ibgruppo cloro etile
punta in direzione opposta rispetto a quanto accadssenza di GSH,
mentre gli anelli aromatici rimangono nello stepsgmo.

Il legame del clorambucile nel complesso CHL-GSTR1nvece,
ricorda il tipo di legame non produttivo osservagllo stesso enzima
per I'EA in assenza di GSH (Oakley al., 1997). Infatti, in entrambi i
casi, I'anello aromatico del farmaco, si posizigral'anello aromatico
delle catene laterali dei residui Phe8 e Tyrl0& sua flessibile coda
carbossilica punta verso il sito attivo (Fig. 238)i anelli aromatici del
CHL e dell’EA risultano in posizione simile, sebleesu piani differenti
e non si osservano particolari movimenti delle matéaterali vicine.
Inoltre, mentre per il legame EA-GSH con I'enzim&T1-1 si possono
riconoscere due modalita: IN in cui 'anello aroioatdel’'EA si orienta
prinicipalmente verso la catena laterale della Ugrg& OUT in cui tale
anello aromatico si posiziona tra la Phe8 e la 0§r1Fig. 23d) (Oakley
et al.,1997), il clorambucile adotta esclusivamente la modaitaT.
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Fig.23. Sovrapposizione di strutture (a) GSH legato alla GST in grigio e
coniugato clorambucile-GSH legato alla GST in ver@f® Coniugato
Clorambucile-GSH in blu e clorambucile in giallg) EA legato in maniera
non produttiva in rosso e clorambucile legato imi@ea non produttiva in
giallo. (d) EA-GSH legato in modalita IN in arane® EA-GSH legato in
modalita OUT in rosa e CHL-GSH legato in moda@&T in blu (da
Parkeret al., 2008).
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Al contrario di quanto osservato in altri studi édial, 1997; Jiet al,
1999) che indicano una variazione di legame traGBTP1-1 e il
substrato prevalentemente in seguito a mutaziohesdieluo 104 da lle
a Val (probabilmente a causa della riorganizzazidek network di
molecole di acqua nelle vicinanze del residuo @ aidlotta liberta
conformazionale dell'lle rispetto alla Val che passumere due distinte
conformazioni) noi non abbiamo osservato signifieavariazioni né nel
modo in cui il CHL si lega al sito attivo né neltwerk di molecole di
acqua presenti nello stesso sito, tra I'enzima GSTRvt e la variante
*C (1104V/A113V). Questi risultati suggeriscono clieresiduo 104
influenza le modalita di legame solo per alcunis$rii.

Per quanto riguarda il residuo 113, la sua distadah sito attivo
dell'enzima, rende difficile capire come esso pasflaenzare I'attivita
enzimatica. Hu e collaboratori hanno ipotizzato c¢heesiduo 113,
localizzato tra I'elica 4 e I'elica 5 e posizionalbapertura di un canale
al solvente nell'interfaccia tra le due subunitasga formare una tasca
idrofobica con la regione complementare e simmetridell’altra
subunita (Huet al, 1997). Tale tasca potrebbe controllare I'accekdo
substrato e, quindi, lidrofobicita e le dimensiodel residuo 113
potrebbero contribuire a determinare la specifictia substrato
dellenzima. Tuttavia, gli studi cristallografici ad noi condotti
sull’enzima wt e sui suoi mutanti, non supportanegia tesi.

Le strutture presentate in questo studio, forniscdelle strategie per lo
sviluppo di nuovi inibitori della GSTP1-1 che pdibero inibire la
detossificazione del clorambucile o di simili fanalchilanti da parte
dell’enzima. Per prima cosa, la mancanza di vasiazstrutturali tra le
varianti alleliche della GSTP1-1 suggerisce chergiite essere
sviluppato un farmaco con uguale efficacia verse tie varianti.
Tuttavia, la differente reattivita qui riportatatte varianti alleliche in
presenza dei diversi cosubstrati, indica che alaumbvi composti
potrebbero presentare diversi livelli di inibiziomesi confronti dei
diversi mutanti.

Secondariamente, potrebbero essere sintetizzatiudei inibitori in cui
le regioni alchilanti del CHL, che reagiscono cbiiGEH e creano dei
crosslink con il DNA, vengano sostituite con region grado di
controllare le interazioni con I'enzima. Lo scopavtebbe essere quello
di creare nuove molecole che non siano substratiggeima e che non
reagiscano in maniera aspecifica con altre molecpiali il DNA.

Inoltre, poiché il CHL e un inibitore povero delSTP1-1 e dei suoi
mutanti e crea con tali enzimi poche interazioniaggiori sforzi
dovrebbero essere condotti nei confronti degli @gial del complesso
CHL-GSH, in modo da creare composti che formino gy
interazioni con I'enzima. In fine, le strutture peatate in questo lavoro
definiscono delle interazioni tra i residui debsitttivo e il clorambucile,
che potrebbero essere utilizzate per la scopertanutivi farmaci
mediante uno screening virtuale basato sull’andéfia struttura.
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3.2 Genotipizzazione della GSTM1 e della GSTT1 inampioni di
DNA estratto da sangue intero

La necessita di svolgere studi di genotipizzazionedividui esposti al
benzene, nasce dal fatto che numerosi studi mastrailassociazione tra
le GST e i biomarcatori di esposizione, in accomm la funzione
biologica di questi enzimi che sembrano agire a¢hway che porta alla
produzione di s-PMA (s-phenylmercapturic acid). Preécisamente, la
perdita della GSTT1 o della GSTM1 potrebbe preweni
completamento di questo pathway. Allo stesso motdagmarcatori di
effetto tendono ad essere piu elevati in soggettiuna ridotta funzione
delle GST a conferma dell'ipotesi secondo la qustggetti con
genotipo GSTT1 nullo o GSTM1 nullo dovrebbero esseneno
resistenti agli effetti tossici del benzene (Dougjet d., 2008).

L'analisi del genotipo della GST M1-1 e T1-1, condotta su un
campione di 183 individui di cui 157 occupazionatrge esposti al
benzene e 24 controlli, ha dimostrato che il geslenrfico GST M1 e
assente nel 45 % circa degli individui, mentredahg polimorfico GST
T1 e assente nel 10% circa degli stessi individlali frequenze sono in
ottimo accordo con i dati riportati in letteratuiaca la distribuzione dei
suddetti geni nella popolazione caucasica (Figdre 25)
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Figura 24: distribuzione delle frequenze genotipiche (trattanedificata da Johansson A.S. &
Mannervik B., 2001)
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Figura 25: distribuzione delle frequenze genotipiche (trattmmedificata da Johansson A.S. &
Mannervik B., 2001)

Gli studi da noi condotti sulle cogsenze dell’esposizione al benzene
basati sul confronto genotipico e fenotipico traggeiti esposti e
soggetti non esposti usati come controllo sono @ndo fase di
svolgimento, il che non ci consente di trarre @iltati definitivi.

In particolare il nostro progettoepede, oltre alla genotipizzazione
della GSTT1 e GSTM1 descritta precedentemente,eafighalisi dei
polimorfismi della GSTP1-1 negli stessi soggettreolad un’analisi di
tipo fenotipico. La prima verra eseguita sfruttateldecnica della PCR
e del sequenziamento genico. In particolare la PEi, permette la
sostituzione dell’lle in Val del residuo 104 lo@aato sull’'esone 5 e la
sostituzione da Ala in Val del residuol13 localiozaull’esone 6,
prevede il susseguirsi di tre reazioni per ciascampione: la prima
consente 'amplificazione contemporanea dei duaieSoe 6, e le altre
due permettono di ottenere separatamente entraenbeutazioni. Per
guesto primo passaggio abbiamo completato la pR@R che e stata
eseguita in tutti e 183 i campioni (esposti e oposes) portando alla
formazione di un’unica banda (dati non mostrati).

L'analisi fenotipica viene effettaatmediante saggio di attivita
enzimatica direttamente su lisato di eritrocitipdacentrifugazione per
rimuovere la membrana. L'uso di metodi spettrofattnni (gia
descritti) che seguono la formazione del prodo#i@, nel caso del
CDNB (substrato della GST P1-1) che nel caso deMNB (substrato
preferenziale della GST T1-1) ci permettono di sagygl’attivita su un
gran numero di individui in ambedue i campioni. @wwente, risulta
necessario procedere al pre-trattamento del camptgomodificare la
procedura di saggio allo spettrofotometro per aeviall'interferenza
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dell’Hb nell’assorbanza. Anche in questo caso siat condotti i primi
saggi di attivita specifica su alcuni dei 183 camnpipresi in esame, ma
I'esperimento e ancora in corso di svolgimento.

3.3 Caratterizzazione della GST shodi cianobatterio

Le analisi da noi condotte sulla GST short ci pdétom® di ottenere una
prima caratterizzazione di questo enzima le cuiatbanistiche

enzimatiche non sono note in letteratura.

In primo luogo i risultati ottenuti ci hanno consiemdi effettuare una
prima analisi filogenetica basata su processiltieslmento multiplo di

sequenza. Sulla base di questi esperimenti e ptasibile osservare
una buona similarita di sequenza con le GSTI e GSITlZea mays

particolarmente a carico dei residui presenti itelG (tab. 11)

GST | GST Il GST CYANO

Sét Sér Sét
Astf Asps Astt
Letf Letd Lelf
Ast Asti Ast
Pr8 Pr Pr
Hi¥ Hi® Hi€
LyS LyS LyS
Artf Arg GK?
Gn GH LyS
GItP Gt GItf
Phe Phé Phé

Tab. 11 Confronto tra i residui presenti nel sito G d€li8TI e GSTIII diZea may®
nella GST short dbynechocystis

Nellisoenzima GSTIII di mais sono stati identifica6 residui
nell'intervallo compreso tra gli aa 38-43 che seanlor essere implicati
nel legame con il GSH (in verde nella tabella +13%gr(Labrouet al.,
2001)

| residui piu conservati tra i diversi isoenzimi deais sono, comunque,
quelli indicati in rosso nella tabella; in partiact, la Serll: e implicata
nella stabilizzazione dell’anione del glutationeldio (probabilmente il
gruppo idrossile della serina forma un legame H tanione del
glutatione legato), mentre i residui His40 e Lys4&ksendo carichi
positivamente, possono contribuire direttamenteaahpo elettrostatico
del sito attivo: il GSH risulta cosi immerso in una&gione
elettrostaticamente positiva data dalla presenzarediresidui carichi
positivamente (Arg40, Lys41, Arg68).

Sulla base di questi dati il sito attivo pud essayesiderato come una
tasca in cui, in seguito al legame del GSH corsiduo Glu66, si ha una

62



“chiusura” del sito idrofobico dovuta all'interazie con i residui 40 e
41.

La classica purificazione utilizzata per la GSTPlclhie prevede
I'utilizzo di una colonna cromatografica basatd’afflnita dell’enzima
per il GSH, ha dato scarsi risultati data la badfiaita della GST short
per il GSH. Il processo di purificazione e statweice ottimizzato
mediante I'uso di una colonna cromatografica basaliaffinita per gli
ioni metallo che sfrutta la presenza di una codatuline sulla porzione
N-terminale dell’enzima.

Dalle analisi condotte sull’attivita specifica delizima in presenza di
differenti cosubstrati (CDNB, EA, EPNP, Cu-OOH e DIEI) e
possibile osservare una buona attivita perossidadell’enzima al
contrario di quanto accade per le GST ZBa maysche, invece,
mostrano una prevalente attivita detossificantegciggmente nei
confronti di alcuni pesticidi ed erbicidi (Sommedral.,, 1999)

| bassi valori di attivita specifica mostrati dalBEST short rispetto alle
altre GST umane con cui é stata confrontata, passseere attribuiti
alla differente struttura primaria presentata dastw enzima oltre che,
naturalmente, alla differente origine filogenetiche, come detto in
precedenza, rende I'enzima di cianobatterio piinaffad enzimi di
origine vegetaleZea mayp 0 batterica E.coli) piuttosto che a quelli
umani.

Dagli studi di stabilitd termica risulta che la GSHhort € molto piu
termolabile della GSTP1-1 umana, infatti la suaviédt si riduce gia a
partire dai 40°C e diventa piu bassa dell'88% aC508nche in questo
caso la bassa stabilita dell'enzima a partire daptrature inferiori
rispetto a quelle mostrate dalla GSTP1-1 umanaebb& essere
attribuita alla sua diversa struttura.

Infine, le analisi condotte si@ynechocystisnon ci hanno permesso di
dedurre in maniera definitiva la natura inducibilella proteina.
Tuttavia, risulta chiaro ( anche se i dati non somstrati nel testo) la
sua mancata espressione, almeno a livelli apprézzabdiante le
normali tecniche di identificazione proteica (WesteBlotting) in
condizioni basali.
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3.4 Analisi di espressione della GSTP1-1 in lineeltulari prostatiche
a diverso grado patologico

La GST pi e tra le GST umane quella piu abbondaaite espressa
nelle cellule tumorali umane (Dorosh@wal, 1995). Moltissimi tumori
e linee cellulari umane presentano, infatti, livelcrementati di questo
enzima rispetto al tessuto di origine e la suaessgione €, in mMolti
tumori, inversamente correlata con la prognosiresfaosta ai trattamenti
chemioterapici. Al contrario di quanto appena déscper la maggior
parte dei tumori umani, nei tumori prostatici idiv di GSTP1-1
risultano essere estremamente bassi fino a diventdl nello sviluppo
della forma tumorale invasiva (L&t al, 1994; Moskalulet al, 1997).
L’assenza di questo enzima sembra, inoltre, esasseciata ad una
ipermetilazione del promotore della GSTP1-1, fenoonguesto che non
risulta presente in tessuti normali o iperplaskenigni. Sulla base di
questi dati il nostro lavoro si é focalizzato w=uihlisi di linee cellulari
immortalizzate di tumore alla prostata a diversadgrpatologico (Nanni
et al,2006). In particolare, i nostri studi sono stadindotti su linee
cellulari iperplastiche benigne (HBP) usate comatradlo positivo,
linee cellulari tumorali immortalizzate associatel ana prognosi
favorevole (G2), linee cellulari tumorali immortatate associate ad una
prognosi sfavorevole (G1l) e linee cellulari tumbrahetastatiche
(LNCaP).

L’attribuzione delle linee cellulari tumorali prasiche ai gruppi con
diversa prognosi, G1 e G2, e stata definita sudkeldi uno screening di
espressione genica effettuata con la tecnica detoarray su cellule
derivate da prostatectomia di pazienti di cui, olso dello studio, e
stato possibile seguire il decorso medico (Natral, 2006) (Fig. 26) .
Al termine di questa analisi € stato possibile vitliare un gruppo di
geni comunemente over-espressi o down-regloate ndiVerse linee.
Tra i geni presi in esame risulta presente qualadsSTP1.
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Fig. 26. Pattern di espressione genica di cellule deriglateumore prostatico. A. Analisi del cluster di@2ture
cellulari derivate da tumour della prostata. B.Asiadli 70 geni derivati dall'intersezione delle &siaPAM e
SAM fatte per due gruppi di pazienti definiti subase dello stato del loro follow-up. C. Analisingparative
digRT-PCR su geni derivanti dall'intersezione diPBAM o GO. D.Immunoistochimica su campioni di
pazienti suddivisi in due gruppi in base alla pagjr{tratto da Nanreét al, 2006)
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Contrariamente a quanto detto in numerosi lavaliedanalisi condotte
nel nostro laboratorio, risulta una effettiva richme dei livelli di
GSTP1-1, come si puo notare sia dai dati derivdatie analisi di
Western Blotting che dai saggi di Attivita spedfiana non una totale
scomparsa dell'enzima fatta eccezione per le lioglulare tumorale
metastatica (LNCaP). Tali dati sono avvalorati daaliai di tipo
statistico da cui deriva una significativa riduzordei livelli di
espressione della GSTP1-1 tra le linee iperplasticlnigne e quelle
tumorali a prognosi favorevole, e tra queste ulterle linee tumorali a
prognosi sfavorevole. Per questo motivo i nostudis si stanno
focalizzando sull’analisi del promotore della GSTP#& sui fenomeni di
ipermetilazione ad esso attribuiti.
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APPENDICE 1: MATERIALI E METODI

1.1 Terreni di coltura liquidi

Tutti i terreni (Tabella 4) vengono portati al vola desiderato con
H,O distillata e poi autoclavati per 20 minuti a 120°

Tabella 4. Terreni di coltura liquidi utilizza

Brodo LB Peptone 10 gr/l
(Luria ﬁstrlatto di lievito 1059r/I/I
Bertan) ac gr

1.2 Terreni di coltura solidi

Agar duro: aggiungere 15 gr di agar ad 1L di LBoegutoclavare.

1.3 Antibiotici

Tutti gli antibiotici sono filtrati utilizzando ftli sterili con pori del
diametro di 0.45un e conservati in aliquote a —20°C. Al momento
dell'utilizzo vengono sempre diluiti 1:1000.

Ampicillina (Amp): soluzione di 100 mg/ml (per la GSTP1-1enit
suoi mutanti) e 50 mg/ml (per la GST short) delesabdico di
ampicillina sciolto in acqua bidistillata.

Streptomicina (Strp): soluzione di 50 mg/ml di strptomicinadta
in acqua bidistillata.

Cloramfenicolo (Cam): soluzione di 34 mg/ml di cloramfenicolo
sciolto in etanolo.

1.4 Resine

La Sephadex G-25, il Sepharose 6B epossi-attivaino sdella
PHARMACIA (Uppsala, Svezia).

Un’altra resina usata e la Ni-NTA Agarose, fornitalla QIAGEN,
costituita da acido nitrilotriacetico (NTA) legaadio ione metallico Ni',
accoppiato alla Sepharose CL-6B.

1.5 Reagenti

| reagenti utilizzati sono i seguenti: 1-cloro-2ihitrobenzene
(CDNB), ditiotreitolo (DTT), glutatione (GSH), 4-ro-7-
nitrobenzenfurazan (NBD-CI), acido etacrinico (EA)2-epossi-3-(4-
nitrofenossi) propano (EPNP), cumene idroperos§@leOOH), forniti
dalla SIGMA (SIGMA Chemical Company St.Louis, MOSH).
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1.6 Preparazione delle piastre

Le piastre vengono preparate colando circa 25 mbhghr duro,
precedentemente sterilizzato, a cui vengono agdgigintantibiotici,
diluiti 1:1000, necessari per la selezione deidratt

1.7 Trasformazione

Il vettore di espressione contenente il gene pesplessione delle
proteine di interesse, € stato inserito mediamtsfdrmazione per shock
termico in cellule diE. coli. Ad una sospensione di 50 di cellule
competenti si aggiungono, in provette sterili, 541@ di DNA e la
miscela, viene mantenuta in ghiaccio per 30 minsticcessivamente
viene trasferita a 42°C per 30 secondi e immediatden dopo
nuovamente in ghiaccio. A questo punto si aggiuhgel di brodo
classico LB e la sospensione cellulare viene intzubeB7°C per un’ora.
Terminata I'ora dincubazione la miscela di trasfezione viene
centrifugata a 4000 RPM per 5 minuti. Al termindlaeentrifugazione
vengono eliminati circa 900l di super e il pellet, contenente le cellule,
viene risospeso nei restanti 1,00

A questo punto la miscela di trasformazione vienessa su una
piastra precedentemente preparata con gli anttbiogcessari per la
selezione dei trasformanti e poi lasciata ad incibaer-night (18 ore) a
37°C per consentire la crescita delle colonie.

1.8 Clonaggio, Espressione e Purificazione dei muta 1104V,
A113V, 1104V/A113V e della GST P1-1 wild type

Le varianti alleliche della GST P1-1, sono stateraite utilizzando il
“Quik Changé" Site-Direct Mutageneis Kit", della Stratagene. La
procedura si basa su un vettore di DNA a doppiarfénto con un
inserto di interesse e due primers oligonucleatigky.9) contenenti la
mutazione desiderata. | primers, che si appaiandua sequenze
complementari presenti sul plasmide durante la thsannealing della
PCR, vengono estesi per azione della PfuTUtB&NA Polimerasi
utilizzando i dNTP presenti nel Kit. In questo magloviene a formare
un plasmide mutato avente delle estremita sfaldatdue plasmidi
(quello stampo e quello mutato) vengono quindiogaisti a digestione
con I'enzima Dpnl; si tratta di una endonuclease cltonosce la
sequenza 5 —Gm6ATC- 3’ presente sul DNA metilamagmide
stampo). In questo modo il plasmide stampo viermgatato dall’azione
dell’endonucleasi di restrizione mentre il plasmigheitato, che non
essendo metilato non subisce alcun azione da p@r@pnl, viene
inserito in cellule diE.coli, XLBLUE, super-competenti, anch’esse in
dotazione con il Kit, mediante trasformazione pleo& Termico (come
precedentemente descritto).
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Figura 9: Schema del protocollo utilizzato dal Quik Chaly8ite-Directed Mutageneis Kit” (Stratagene)

Step 1
Plasmid Preparation

Step 2

Temperature Cycling

7 Mutagenic
primers

Step 3
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Mutated plasmid
(contains nicked
circular strands)

Step 4

Transformation




-1
GCC ACC

45
ATG CCG CCC TAC ACC GTC GTC TAT TTC CCA&TT CGA GGC CGC TGC

MET Pro Pro Tyr Thr Val Vallyr Phe Pro Val Arg Gly ArgCys

90
GCG GCC CTG CGC ATG CTG CTG GCA GAT CAGGG CAG AGC TGG AAG

Ala Ala Leu Arg Met Leu Leu I&A Asp GIn Gly GIn Ser TrpLys

135
GAG GAG GTG GTG ACC GTG GAG ACG TGG CAG GAGGC TCA CTC AAA

Glu Glu Vval Val Thr Val GluThr Trp GIn Glu Gly Ser Lelys

180
GCC TCC TGG CTA TAC GGG CAG CTC CCC AAGICT CAG GAC GGA GAC

Ala Ser Cys Leu Tyr Gly GInLeu Pro Lys Phe GIn Asp GlyspA

225
CTC ACC CTG TAC CAG TCC AAT ACC ATC CTG@E&TI CAC CTG GGC CGC

Leu Thr Leu Tyr GIn Ser Asihr lle Leu Arg His Leu Glyré

270
ACC CTT GGG CTC TAT GGG AAG GAC CAG CACAs GCA GCC CTG GTC

Thr Leu Tyr Leu Tyr Gly LysAsp GIn GIn Glu Ala Ala Leudal

315
GAC ATG GTG AAT GAC GGC GTG GAG GAC CTCQT TGC AAA TACATC

Asp Met Val Asn Asp Gly Val &l Asp Leu Arg Cys Lys Tyile

360
TCC CTC ATC TAC ACC AAC TAT GAGGCG GGC AAG GAT GAC TAT GTG

Ser Leu lle Tyr Thr Asn Ty&lu Ala Gly Lys Asp Asp Tyr Val

405
AAG GCA CTG CCC GGG CAA CTG AAG CCT TTIGAG ACC CTG CTG TCC

Lys Ala Leu Pro Gly GIn Leuys Pro Phe Glu Thr Leu Léser

450
CAG AAC CAG GGA GGC AAG ACC TTC ATT GTG GA GAC CAG ATV TCC

GIn Asn GIn Gly Gly Lys ThrPhe lle Val Gly Asp GIn Ille Ser

495
TTC GCT GAC TAG AAC CTG CTG GAC TTG CTGTG ATC CAT GAG GTC

Phe Ala Asp Tyr Asn Leu Leu pAsleu Leu Leu lle His Glu av

540
CTA GCC CCT GGC TGC CTG GAT GCG TTC CCO® CTC TCA GCA TAT

Leu Ala Pro Gly Cys Leu As@la Phe Pro Leu Leu Ser AlarTy

585
GTG GGG CGC CTC AGC GCC CGG CCC AAG CT@A® GCC TTC CTG GcCC

Val Gly Arg Leu Ser Ala ArgPro Lys Leu Lys Ala Phe LelAla

630
TCC CCT GAC TAC GTG AAC CTC CCC ATC AAT @& AAC GGG AAA CAG

Ser Pro Glu Tyr Val Asn Leu oPrlle Asn Gly Asn Gly LysGIn

638
*TGA GGGTTGGGGGCACTCTGAGCGGGAGGCAGAGTTTGCCTTCCTTTCTBGGACC

AATAAAA TTTCTAAGAGAGCT (A)"

Figura 10. Sequenza nucleotidica della GST P1-1 dal codorigizib al codone di stop,;in blu e

indicata la coda polyA, in rosso il nucleotide insfzione 105 e in verde quello in posizione 114.
(Tratta da Kanet al, 1987).

70



Oligonucleotide Sequenza
104Vval 1° 5'CTCCGCTGCAAATAGTCTCCCTCATCTACACC3’
104Vval 2° 5'GGTGTAGATGAGGGAACGTATTTGCAGCGAG3’
113Val 1° 5'-CACCAACTATGAGETGGGCAAGGATGAC-3
113Val 2° 5'-GTCATCCTTGCCACCTCATAGTTGGTC-3’
104/113Val 1° 5'CTGCAAATAGTCTCCCTCATCTACACCAACTAT
GAGGTGGGCAAGGATG-3’
104/113Val 2° 5'CATCCTTGCCACCTCATAGTTGGTGTAGATGA
GGGAGACGTATTTGCA-3

Fig. 11. Sequenze oligonucleotidiche utilizzate per la pmdne dei tre mutanti della GST P1-1. Per ciasoutante
sono stati utilizzati due oligonucleotidi, tra locomplementari (1° forward; 2° reverse). Gli oligeleotidi utilizzati
per il mutante 1104V sono lunghi 31bp, si estenddabnt 300 al nt 330 e presentano al loro intdenmutazione
ATC->GTC indicata in rosso; per il mutante A113V soratisitilizzati oligonucleotidi di 25bp, che si estlono dal nt
327 al nt 352 e portano al loro interno la mutagicdBCG>GTG indicata in verde; per il doppio mutante,
1104V/A113V, sono stati utilizzati oligonucleotidii 50 bp che si estendono dal nt 303 al nt 352 e mbrtano
entrambe le mutazioni sopra indicate, evidenziatein rosso e l'altra in verde.

Una volta ottenuti gli oligonucleotidi, sono stapeeparate per
ciascun mutante, le miscele di reazione per la PCR:

5 ul di tampone di reazione 10X

1 pl di DNA

125 ng di oligonucleotide 1°

125 ng di oligonucleotide 2°

1 ul di DNTP

40 ul di H20 bidistillata sterile

1 ul di Polimerasi (si aggiunge alla fine)

Accanto a queste miscele di reazione per i campinai &€ stata

preparata un’altra di controllo :
5 ul di tampone di reazione 10X

10 ng dip pWs 4.5 (plasmide di controllo)

125 ng di Primer di controllo 1

125 ng di Primer di controllo 2

1ul di ANTP

40 ul di H,0 bidistillata sterile.

Le miscele sono state messe in provette sterib.daml e la PCR e
stata mandata impostando i cicli indicati nella l&b5.

Al termine della PCR si procede con la digestiotee:miscele
vengono messe in ghiaccio per 2 minuti in modo reggiungano una
temperatura di circa 37°C. A questo punto da ciacniscela sono stati
prelevati 40ul, i restanti 1Qul sono stati conservati per il gel di agarosio,
e trasferiti in provette sterili da 1.5 ml; ai 40di miscela dei mutanti
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viene aggiunto dl di enzima di restrizione (Dpn1l), si mescola ensite
ad incubare per 1 oraa 37°C.

Terminata la digestione i plasmidi vengono trastatimn cellule
supercompetenti, XL-1BLUE.

Tabella 5. Parametri PC

CICLO TEMPERATURA °C DURATA
1° 95 30”
95 (step 1) 30”
2° 55 (step 2) r
68 (step 3) 5

Una volta ottenute le piastre di trasformazione, @ascun mutante
sono stati fatti 4 inoculi in 5 ml di terreno ligla LB in presenza di Amp
100 pg/ml. Ciascun inoculo e stato sottoposto a incuezia 37°C
over-night e, successivamente, € stato estratiiNih dalle cellule. I
DNA estratto & stato quindi reinserito in celluleElcoli, TOP10, per
permettere I'espressione e la purificazione deiamititt

La purificazione dei tre mutanti, 1104V, A113V eOAV/A113V é
stata eseguita utilizzando lo stesso protocollpadtio per la GST P1-1.

A partire dalla piastra di trasformazione, per ciemsenzima, € stata
prelevata una colonia e trasferita in 25 ml di @eo liquido LB,
autoclavato, contenente 2@l di antibiotico, Ampl00/Strep50.
L’inoculo piccolo cosi ottenuto € stato portato agitare a 37°C over-
night. Il giorno seguente da ciascun inoculo pios®no stati prelevati 5
ml e messi in beute contenenti 1L di terreno liguidB ( contenete 1 ml
di antibiotico Amp100/Strep50) autoclavato (inocgi@ande, diluizione
1:200). Le beute sono state tenute in agitazioR¥°&€ fino a che la
densita ottica (O.D.) a 600 nm ha raggiunto un realdi circa 0.5; a
guesto punto a ciascuna beuta e stato aggiunto IPF® (119 mg di
IPTG per ml di acqua distillata) in modo tale ddurre I'espressione
delle proteine da parte delle celluleHlicoli; le beute sono state quindi
riportate in agitazione a 37°C over-night.

Il giorno seguente il contenuto di ciascuna bewstato centrifugato a
7000 RPM per 15 minuti a 4°C; il pellet cosi ottenucontenente la
componente cellulare, € stato conservato mentgepfanatante é stato
scartato. Al pellet é stato aggiunto tampone di(Tig~osfato 10 mM pH
7, DTT 10 mM), in quantita di 3 ml per 1 gr di ecéd, ed e stato lisato
utilizzando il sonicatore. Le cellule sonicate satate ultracentrifugate
a 45000 RPM per 50 minuti a 4°C in modo da sepdeas®mponente
proteica (sopranatente) dalle membrane cellulagildf) che devono
essere scartate.
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Dalla componente proteica in toto viene seleziof@ST mediante
cromatografia di affinita per il GSH: il sopranat@rmttenuto in seguito
ad ultracentrifugazione viene, cioe, fatto passdi@verso una colonna
a cui e legato GSH; le proteine che non hanno i&ffiper questo
substrato tenderanno ad uscire subito dalla coldnrseguito a lavaggi
eseguiti con T.Fosfato 100 mM pH 7.0, utilizzata péminare dalla
colonna quelle proteine che, pur non presentandmitaf per il
glutatione, vi sono rimaste intrappolate, € possibiuire la proteina di
interesse utilizzando il tampone di eluizione (N®3 M, NaCOs; 25
mM, DTT). La frazione cosi eluita viene raccoltapool sulla base dei
valori di AA/min e fatta passare su una colonna per cromdtagaa
esclusione Sephadex G25 . Da qui vengono racaaltéohi da 1 ml di
cui vengono misurati fAonm € attivita (utilizzando GSH 1 mM e CDNB
1 mM).

1.9 Crescita cellulare e Purificazione della GST sint

Una singloa colonia del ceppo BL21 (DE3) pLysE dicdd,
trasformato con il pasmide di espressione pREST@izk#ndo il
metodo di trasformazione precedentemente descrittohtenente la
sequenza nucleotidica della GST del SynechcystiPEE 6803, & stata
inoculata in 10 mL di terreno liquido LB conteneri® mg/ml di
Ampicillina e fatta crescere a 37°C over night . dqueesta crescita sono
stati prelevati 5 mL, aggiunti a 100 mL di terrdiquido LB (diluizione
1:20), sempre in presenza di antibiotico Amp 50 mig/e lasciati
crescere a 37°C O/N. Da quest’ultima crescita statd prelevati 20 mL
aggiunti ad 1L di terreno LB (diluizione 1:50) ettfacrescere in
agitazione a 37°C fino a che I'O.D. a 600 nm haymawgto un valore di
circa 0.4. A questo punto viene indotta I'over esgrone della proteina
aggiungendo IPTG 0.1 mM e la crescita viene spagtat 4h a 26°C, in
agitazione lenta. Al termine del tempo di incubaeida crescita viene
centrifugata a 7000 RPM per 15 minuti. Il pellesicottenuto viene
risospeso in Lysis Buffer (NaH2PO4 50 mM, pH 8.G(\l 300 mM,;
imidazolo 5 mM) piu inibitore delle proteasi PMSk.questo punto le
cellule vengono sonicate per circa 1 minuto e céndrifugate a 20000
RPM per 40 minuti in modo da rimuovere il materiaisolubile dal
lisato. L'estratto proteico ottenuto viene quindricato su una colonna
Ni-NTA, precedentemente equilibrata con tampondafosdi potassio
50 mM pH 8.0 contenente NaCl 0.3M, e la sua elagioviene
monitorata a 280 nm. Il non legato viene eliminaediante un lavaggio
con 50 mL di equilibration buffer, seguito da ulberlavaggi da 50 mL
di equilibration buffer con imidazolo 5 mM e 20 mMeluizione della
proteina di interesse é avvenuta mediante lavadgita colonna con
equilibration buffer contenente imidazolo 0.25 M ftazioni raccolte (1
mL) di cui e stata analizzata la concentrazione280nm e saggiata
I'attivita, sono state dializzate overnight contampone fosfato 10mM
pH 7.0, in presenza di EDTA 0.1 mM e 2-mercaptagth2 mM. In
seguito alla dialisi i campioni sono stati cenigditi a 15000 RPM per 10
minuti, in modo da eliminare eventuali residui whidazolo e i valori di
concentrazione e attivita sono stati nuovamenteagiaig In fine, la
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proteina purificata & stata controllata su geldilammide SDS/PAGE
al 13.5%.

1.10 Estrazione del DNA

Il DNA plasmidico contenente la regione codificaper I'enzima di
interesse e stato estratto dalle cellule utilidanl NUCLEOSPIN
PLASMID della Macherey-Nagel.

Il kit contiene al suo interno :

colonnine con membrana per il legame del DNA plasoi
(NucleoSpiffPlasmid QuickPureColumn);

provette da 2 ml per la raccolta del DNA plasmiglico

tampone di risospensione (Tampone Al);

tampone di lisi (Tampone A2);

tampone di neutralizzazione (Tampone A3);

tampone etanolico (Tampone A4);

tampone di lavaggio (Tampone AW);

tampone alcalino (Tampone AE: 5 mM Tris-HCI, pH)8.5

Un’aliquota contenente da 1 ml a 5 ml di terreuililo LB e cellule
viene centrifugata per 30 sec. a 11000 g; il petlesi ottenuto,
contenente le cellule da cui si vuole estrari@NIA, e risospeso in 250
ul di Tampone Al. A questa miscela si aggiungono @58 Tampone
A2, si agita lentamente e, dopo 5 minuti di incubag a temperatura
ambiente, si aggiungono 3@0di Tampone A3 e si centrifuga per 5-10
minuti a temperatura ambiente. In questo modollaleesono state rotte
e il lisato é stato chiarificato. A questo puntcsdpranatante ottenuto
viene trasferito nelle colonnine, NucleoStitasmid
QuickPureColumn, che vengono inserite nelle prevdd 2 ml per la
raccolta del DNA, e si centrifuga per 1 minuto 804 g.

Successivamente, si effettuano dei lavaggi dellanma; il primo,
facoltativo, si esegue centrifugando per 1 minutid@00 g in presenza
di 500ul di Tampone AW, il secondo, necessario, richiédgdiunta di
600l di Tampone A4, che permette di eliminare evemtt@htaminanti
presenti, quali sali o metaboliti; si centrifugd2000 g per 1 minuto. Per
essere sicuri di pulire bene la membranina preseelie colonne, si
effettua, a questo punto, un’ ulteriore centrif@gaa 2 minuti a 11000 g.

I DNA plasmidico puo essere finalmente eluito aggjendo 5Qu di
Tampone AE e centrifugando per 1 minuto a 11000 g.

1.11 Quantizzazione del DNA

Il metodo maggiormente utilizzato per quantizzdr®NA si basa
sulla lettura allo spettrofotometro della quanti@di radiazioni
ultraviolette assorbite dalle basi del campionmtiresse.

Per la quantizzazione del DNA le letture dovreblessere seguite a
260 nm e a 280 nm. La lettura a 260 nm permetteattolare la
concentrazione di DNA nel campione in base allanfda seguente:

74



[DNA] = A 260nm - Fattore di diluizioneul DNA

Il rapporto tra le lettura a 260 nm e quella a 28én
(OD260n{OD2sonm), da una stima della purezza del DNA. Preparazioni
DNA pure mostrano un valore di tale rapporto corsprga 1.8 e 2.0;
nel caso di contaminazione tale rapporto risulteeriaore a quello
sopraindicato.

1.12 Gel di Agarosio

Per separare, purificare e identificare frammerntiDINA viene
utilizzato il metodo standard dell’elttroforesi gel di Agarosio.
Il gel di Agarosio si ottiene sciogliendo Agarosi in EB (ottenuto
per diluizione da EB 10 X).
Agarose 1%: 1 gr di Agarose in 100 ml di EB.
EB 10X : TRIS 43 gr/L
NgHPO, 40 gr/L
EDTA 1.85 gr/L
Una volta sciolto 'Agar si aggiungono pl di Etidio-Bromuro
(intercalante del DNA che permette di rivelarngiasenza) e si cola su
supporto orizzontale.
In fine si prepara il campione da caricare aggiadgei il colorante
in un rapporto di 2:1.

Colorante: Blu di Bromofenolo 0.25%
Saccarosio 40%
Porto a volume desiderato ce® Hidistillata.

La corsa viene seguita per circa 30 minuti a 6@3%tanti.

1.13 Determinazione dell’attivita enzimatica e anadi cinetiche allo
stato stazionario

L’attivita della GST P1-1 e dei mutantillel04Val, Alall3Val e
llel04Val/Alall3Val e stata saggiata allo spettrofotometro seguendo il
metodo descritto da Habig e Jacoby (1981). Appatpvolumi di
enzima sono stati aggiunti ad una soluzione conrwelfinale di 1 ml
contenente tampone fosfato di potassio 0.1 M pH 6SH 1 mM e
CDNB 1 mM. La formazione del coniugato GSH-CDNB=9.6 mM*
cm?) & stata seguita spettrofotometricamente a 340ednma 25 °C,
utilizzando uno spettrofotometro Cary 4000, dotdtodispositivo di
termostatazione delle cuvette.

Tipicamente, per ogni dosaggio sono state utilezptantita di Jug
di enzima. Per quanto riguarda le analisi cinetiokgse sono state
condotte andando ad analizzare [leffetto della azone della
concentrazione di GSH sull'attivita enzimatica iregenza dei diversi
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co-substrati (CDNB, NBD-CI, EA), e l'effetto dellgariazione della
concentrazione dei co-substrati stessi sull’attivit

La dipendenza della velocita enzimatica dalla cotregione del
CDNB ¢ stata determinata utilizzando concentrazfmse di GSH (1
mM) e concentrazioni variabili di CDNB (0.1 mM-2 m)Nh tampone
fosfato 0.1 M, pH 6.5 e utilizzandopuly di enzima. Le letture sono state
fatte a 340 nm e a 25°C. La dipendenza della v@lanzimatica dalla
concentrazione di GSH é stata invece analizzatdizasindo
concentrazioni fisse di CDNB (1 mM), in presenzacdncentrazioni
variabili di GSH (0.02 mM-1 mM).

Per quanto riguarda 'NBD-CI g(= 14.5 mM' cm* a 419 nm), la
dipendenza della velocita enzimatica dal co-sutistéastata saggiata
misurando l'attivita a concentrazioni fisse di GS@.5 mM) e
concentrazioni variabili di NBD-CI (0.0025 mM-0.5Mi) in tampone
acetato di sodio 0.1 M pH 5.0 e utilizzandaud di enzima. Le letture
sono state fatte a 419 nm e a 25°C. La dipenderfia delocita
enzimatica dal GSH é stata invece valutata mantenemstante la
concentrazione di NBD-CI (0.2 mM) e variando quellaGSH (0.002
mM-0.5 mM).

Infine, la dipendenza della velocita enzimaticd’daido Etacrinico,
(e = 5.7 mM' cm' a 270 nm), & stata valutata, sia per la GST Ptiel
per i mutanti llel04Val, Alal13val e llel04Val/AlA3Val,
mantenendo costante la concentrazione di GSH (1 mmMariando la
concentrazione di EA (0.05 mM- 0.5 mM) in preserdiatampone
fosfato 0.1 M, pH 6.5 e utilizzando 5@ di proteina. Le letture sono
state eseguite a 270 nm e a 25°C. La dipendenza #elocita
enzimatica dal GSH, é stata quindi saggiata mantEneostante la
concentrazione di EA (0.5 mM) e variando quellaG8H (0.04 mM-1
mM).

Per la GST sh La dipendenza della velocita enzimatica dalla
concentrazione del GSH é stata determinata utilid@aaconcentrazioni
fisse di CDNB (1 mM) e concentrazioni variabili @GSH (0.05 mM-1
mM) in tampone fosfato 0.1 M, pH 6.5 e utilizzarislbug di enzima. Le
letture sono state fatte a 340 nm e a 25°C.

1.14 Attivita specifica

GST P1-1, 1104V, A113V, 1104V/A113V.L' attivita specifica di
guesti enzimi e stata determinata con tre differeogubstrati (CDNB,
NBD-Cl, EA) utilizzando uno spettrofotometr@ary4000 a doppio
raggio con dispositivo di termostatazione delleatte:

Per il CDNB le attivita sono state eseguite a 2%¥CG 340nm
utilizzando 1ug di enzima, in presenza di tampaséato di potassio 0.1
M pH 6.5, GSH 1mM e CDNB 1mMe(= 9.6 mM* cmi*a 340 nm); per
'EA Il'attivita € stata monitorata a 270 nm e a @4itilizzando 50 pg di
enzima, in presenza di tampone fosfato di pota@didvl pH 6.5, GSH
1mM e EA 0.5 mM ¢ = 5.7 mM* cm* a 270 nm); per 'NBD-CI
l'attivita € stata monitorata a 419 nm e a 25°Ciazeéando 5 pg di
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enzima, in presenza di tampone acetato di sodi®&/I0pH 5.0, GSH 0.5
mM e NBD-CI 0.2 mM ¢ = 14.5 mM! cm*a 419 nm);

Per quanto rigurada |&GST sh [lattivita enzimatica € stata
determinata spettrofotometricamente utilizzando ediv cosubstrati
(CDNB, EA, EPNP, Cu-OOH, NBD-CI) in uno spettrofotetro
Cary400Q dotato di sistema di termostatazione delle ceyetsando 50
Kg di enzima purificato.

Brevemente, le condizioni sperimentali utilizzater pil saggio
dell'attivita enzimatica sono le seguenti: 1) CDNBnM in presenza di
GSH 1 mM in tampone fosfato 0.1 mM , pH 6.5; lazieae €& stata
monitorata a 25°C e 340 nn=P600 M™ cn™) (Habig et al.,1974) 2)
EA 0.5 mM in presenza di GSH 1 mM in tampone fasfatt M pH 6,5.
(e=5700 M cnm™), la reazione & stata monitorata a 25°C e 270 nm
(Habig et al., 1974). 3) EPNP 0.5 mM in presenz&8H 5 mM in
tampone fosfato 0.1 mM pH 6.5; |la reazione é stadaitorata a 37°C e
360 nm é= 0.5 M™ cn™) per 5 minuti. 4) I'attivita perossidasica viene
misurata osservando la riduzione di NADPH e si eseg 37 °C e
340nm (Lawrence et al.,, 1976) in presenza di Cu-ODH mM in
presenza di GSH 1 mM and NADPH 0.2 mM in tamporsaim 0.1 M
pH 7.4 ¢= 6.22 10° M~* cnm™); prima di effettuare Iattivita, la miscela
contenente tampone fosfato 0.1M pH 7.4, GSH 1 mMDRH e GSH
reduttasi, viene messa ad incubare per 5 minu#@°€.35) NBD-CI 0.2
mM in presenza di GSH 0.5 mM in acetato di sodibM.s pH 5.0; la
reazione & stata monitorata a 25°C e 419 sw14500 M™* cn™?) (Ricci
et al 1994).

Per le linee cellulari di prostata l'attivita enzimatica e stata
determinata usando il CDNB come cosubstrato in speitrofotometro
Cary400Q dotato di sistema di termostatazione delle ceveth
particolare la condizione sperimentale usata @ $daseguente: CDNB 1
mM in presenza di GSH 1 mM in tampone fosfato OM npH 6.5; la
reazione & stata monitorata a 25°C e 340 w8800 M™ cnT?) (Habig
et al.,1974).

1.15 Inibizione della GSTP1-1 wt e dei mutanti 1104, A113V e
[104V/A113V con il clorambucile.

Tali studi sono stati condotti analizzando l'atdvdell’enzima in
presenza di tampone fosfato di potassio 0.1 M b 6SH 1 mM,
CDNB 1 mM, GSTP1-1 44nM, concentrazioni variabiliGlorambucile
(0.1 uM-500 uM). L’ attivita €& stata determinata a 25°C e a 340. Il
Clorambucile viene sciolto in etanolo.

1.16 Prove di termostabilita
La stabilita termica dei diversi enzimi & stataneismta incubando

aliquote di ciascun enzima, per 10 minuti a différéemperature (da
10°C a 55C), in tampone fosfato di potassio 10 mM, pH 7. stata
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poi saggiata l'attivita enzimatica in presenza &H1 mM e CDNB 1
mM, come riportato in precedenza.

Per 1aGST sh in seguito a incubazione alle diverse temperagure
prima di determinarne l'attivita enzimatica, la {@ioa é stata incubata
per 10 minuti a 25°C, in presenza di GSH 0.1 mMrmegone fosfato 0.1
M pH 6.5.

1.17 Elettroforesi su gel di poliacrilammide in presenza di sodio
dodecilsolfato (SDS Page)

Questa metodica é stata utilizzata seguendo rssstdi Laemmli
(1970) e utlizzando I'apparecchiatura MINI-PROTEAN della
BIORAD. Viene preparato un gel composto da duei:pant “resolving
gel” al 12% ed uno “stacking gel” al 4%.

La soluzione madre di acrilammide e bisacrilamn@dgata preparata
sciogliendo 30 gr di acrilammide e 0.8 gr di bigaonmide in 100 ml di
acqua bidistillata.

Viene prima preparato il “resolving gel”, il quadecostituito da 4 ml
della soluzione madre di acrilammide/bisacrilammii& ml di Tris-Hcl
1.5 M pH 8, 10Qul di una soluzione di SDS al 10%, 3.35 ml di acqua
bidistillata, per arrivare ad un volume finale d inl. Per ottenere la
polimerizzazione del gel si aggiungono alla miscgaul di ammonio
persolfato al 10% e 5 u di TEMED (N,N,N,N-
tetrametiletilenediamina).

Successivamente viene preparato lo “stacking gethéto da 1.33
ml della soluzione madre di acrilammide/bisacrilaaen 2.5 ml di Tris-
Hcl 0.5 M pH 6.8, 10Qul di una soluzione di SDS al 10%, 6.1 ml di
acqua bidistillata per arrivare ad un volume findielO0 ml, 50ul di
ammonio persolfato al 10% e u0di TEMED.

Il tampone utilizzato per la corsa (RUNNING BUFFEIX) &
costituito da 15 gr/L di Tris 1 M, 72 gr/L di Glita 1 M e 5 gr/L di SDS
1M; il pH viene portato ad 8.3 ed il tampone vielieito 5 volte prima
di essere utilizzato per la corsa elettroforetica.

| campioni proteici vengono diluiti 1:1 in samplefter (3.8 ml di
acqua bidistillata, 1.0 ml di Tris-HCI 0.5 M pH 6@8 ml di glicerolo al
98%, 1.6 ml di SDS al 10%, 0.4 ml di 2-mercaptoetan0.4 ml di blu
di bromofenolo all'1%, fino ad arrivare ad un volerdi 8 ml) e tenuti a
100°C per 10 minuti prima di essere caricati slil ge

Come standard di pesi molecolari vengono utilizzpielli della
BIORAD, contenenti le seguenti proteine: MiosinaMPR-207.000 Da),
B-galattosidasi (P.M.=121.000 Da), Albumina sieiieavl.=81.000 Da),
Ovoalbumina (P.M.=51.200 Da), Anidrasi Carbonica{R33.600 Da),
Inibitore della Tripsina (P.M.=28.600 Da), LisozirtfaM.=21.100 Da) e
Aprotinina (P.M.=7.500 Da).

La corsa viene seguita per circa 45 minuti ad ultaggio costante
pari a 200 Volts. Dopo la corsa il gel viene imnoeper qualche ora in
una soluzione di Blu Coomassie R 250 0.1%, scialimetanolo al 40%
ed acido acetico al 10%. Terminata la colorazioelegel, 'eccesso di
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colorante viene eliminato utilizzando una soluziomecolorante
costituita da metanolo al 40% ed acido aceticd&b.1

1.18Vestern Blotting

Il Western Blotting € un metodo che consente diférdre le proteine
da un gel di poliacrilammide (SDS-PAGE) ad una meméa di
nitrocellulosa (Trans-Blot della BIORAD) per adsonento. Questo
trasferimento viene ottimizzato applicando una exte di 100 mA per
circa 12 ore.

A tale scopo vengono utilizzati due supporti disfika su cui Si
poggiano due spugnette e due strati di carta amstbdello stesso
formato del supporto.

Il gel ottenuto mediante SDS-PAGE e la membranacisudeve
avvenire il trasferimento vengono inseriti tra iedstrati di carta
assorbente, facendo attenzione a porre la memliangrocellulosa
dalla parte del catodo, e vengono fatti aderireebermodo da escludere
eventuali bolle d’aria che potrebbero influenzdrérasferimento delle
proteine sulla nitrocellulosa. Spugnette, cartd, egenembrana devono
essere equilibrati per circa 15 minuti prima dalbucon lo stesso
tampone con cui si fa la corsa, il TRANSFER BUFFEBmMposto da
Tris 25 mM, Glicina 192 mM e metanolo 20% (portatgoH 8.3). A
trasferimento ultimato, la membrana viene utiliazper la rivelazione,
mentre il gel viene colorato con Blu Coomassie & dexolorato per
verificare che il trasferimento sia avvenuto. Unaltav terminato il
trasferimento, la membrana di nitrocellulosa vienata per due volte in
TBS (Tris 20 mM e NaCl 500 mM) per 15 minuti; aflae di questi
lavaggi, viene lasciata un’ora in una soluzioneteoente TBS piu
Albumina al 3%, in modo da saturare i siti aspecifi

Successivamente, la membrana subisce due lavaggb dninuti
ciascuno, in TTBS (TBS e Tween-20 allo 0.1%). Neltttmpo si
prepara il primo anticorpo, che puo essere monatdon policlonale
(come nel nostro caso), diluendolo in TBS e Albumal'1%. La
nitrocellulosa viene lasciata nella soluzione coetge |'anticorpo alla
concentrazione ottimale, (che nel nostro caso erd:8000 per la
determinazione della GST sh e 1:1000 per la detenione dei vari
isoenzimi della GST nelle cellule tumorali di pratsi) per circa 1 ora.

Dopo lincubazione con il primo anticorpo, la memba viene
sottoposta ad una serie di lavaggi in TTBS per ggsere messa in
presenza del secondo anticorpo in grado di ideatd il primo;
I'anticorpo secondario deve essere un “antirald®t’il primo anticorpo
usato € un policlonale, o un “antimouse” se il mrignun monoclonale.
Questo secondo anticorpo e stato diluito 1:40000B% e Albumina
all'l% e si tenuto per due ore, al termine dellalgla membrana ha
subito altri quattro lavaggi di 15 minuti ciascumo,TTBS. Soltanto alla
fine di questi lavaggi € stato possibile rileviaeresenza delle bande
corrispondenti alle proteine di interesse grazie uad processo di
chemioluminescenza (ECL Plus, Amersham).
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1.19 Estrazione delle proteine solubili da Synechocystis sp. PCC
6803

Le cellule di Synechocystis, fatte crescere in gmea di luce UV a
tempi diversi di incubazione: t0,t2h, t6h, t12h4h2 t48h, 7gg e 79g
controllo, sono state rotte utilizzando la FrenatesB, in dotazione
presso I'lstituto Superire di Sanita (ISS). In manfare il pellet, ottenuto
mediante sonicazione dei campioni per 15 minutOD@05RPM, viene
risospeso in Tris HCl 10mM pH8.0, EDTA 1mM, DTT 2mMPMSF e
fatto passare attraverso la French Press per 2 waaltun livello di
pressione e temperatura costanti. Successivamenteellule rotte
vengono sottoposte ad un primo ciclo di centrifugiaz a 50009 per 20
minuti e ad un secondo ciclo da 100000g per 1h adanda eliminare
tutte le membrane e gli organelli cellulari. Alrrene del secondo ciclo
di centrifugazione il sopranatante viene messo rogbt a -20°C in
presenza di acetone 80%, in maniera tale da pered# precipitazione
elle proteine solubili. Il giorno successivo i cdmp vengono
ulteriormente centrifugati a 15000 RPM per 5 mirauiil pellet che ne
deriva viene risospeso in tampone fosfato 10 mM/gH

Il campione cosi ottenuto puo essere utilizzato gaggiarne la
concentrazione proteica ( mediante il metodo devryd e per effettuare
saggi di Western Blotting verso la proteina di iagse (GST sh) come
precedentemente descritto.

1.20 Estrazione di DNA genomico darsgue intero

Campioni di sangue intero (5 ml) sono stati prdiewa provette
contenenti EDTA e conservati a —80°C. SuccessivéandrDNA é stato
estratto dai leucociti (200 ul di sangue intera)iazando l'estrattore
automatico MagNA Pure LC dotato di un computer.niita questo
strumento si puo isolare DNA genomico di 32 campilorcirca 90 min.

L’estrazione prevede l'utilizzo del MagNA Pure LONB Isolation
Kit (fornito dalla Roche, Mannheim-Germany), castih da:

- Wash Buffer 1, usato per rimuovere sostanze legate come
proteine (nucleasi), membrane cellulari, eticitgtori della PCR come
eparina o emoglobina.

- Wash Buffer 2, necessario per ridurre la emtiazione di sali.

- Lysis/Binding Buffer, utilizzato per lisaree | cellule, con
conseguente rilascio di DNA, e per denaturare déepme.

- Proteinasi K, per digerire le proteine caltul

- Soluzione di Magnetic Glass Particles ( MGQPger legare il
DNA.

- Elution Buffer, per eluire 10@ di DNA purificato.
La procedura di estrazione prevede diverse fasi:

1) PREPARAZIONE DEI REAGENTI: i vari reagenti vengomgseriti in
appositi contenitori in plastica, secondo le infamioni fornite dal
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2)

3)

4)

protocollo “DNA | Bllod cells High Performance” debftware. Per 32
campioni vengono utilizzati 31.2 ml di Wash Buffer32.6 ml di Wash
Buffer 2, 10.8 ml di Lysis/Binding Buffer, 4.2 mli dProteinasi K
(essendo liofilizzata, viene sciolta in 5 ml di & Buffer), 5.8 ml della
soluzione MGP e 9.2 ml di Elution Buffer.
PREPARAZIONE DEI CAMPIONI: 200 ul di sangue intevengono
trasferiti direttamente nel sample cartridge.
PREPARAZIONE DEL MagNA Pure LC: dopo aver seleziona
programma “DNA | Bllod cells High Performance”, sompila al
computer una lista dei campioni e delle loro pasizisul sample
cartridge.
ESTRAZIONE: dopo aver inserito nello strumento ahyple cartridge,
contenente i campioni di sangue intero, e i cotencon i reagenti,
viene iniziata la corsa che dura circa 90 minuti.

Alla fine della corsa, il DNA estratto viene consso a 4°C.

Sul DNA estratto viene effettuata uneerifica qualitativa per
valutare I'eventuale presenza di DNasi. In brev@d g di DNA sono
stati diluiti 1:10 in T.E.1X (Tris 1M pH 8, NEDTA 0.5M pH 8) e sono
state fatte 2 aliquote: una é stata posta a 4°@Glteala 37°C per 30
minuti. E’ stata quindi effettuata una elettrofarsu gel di agarosio allo
0,8% (w/v) per entrambe le aliquote e, nel casadus state presenti
delle DNasi, l'aliquota di DNA incubata a 37°C avibe presentato
bande di degradazione sul gel.

Viene, inoltre, effettuata unaverifica quantitativa mediante
guantizzazione spettrofotometrica del DNA, come cdde
precedentemente.

1.21Genotipizzazione dellaGSTT1 e della GSTM1

Tali analisi sono state eseguite contemporane@merediante un
singolo saggio di PCR multiplex che prevede I'afiqdzione dei geni
GSTM1 e GSTTL1 e dell@§-globina (gene house-keeping usato come
controllo interno) a partire da DNA gnomico.
Per il gene GSTM1 sono stati utilizzati i segu@nitmers che amplificano
una regione da 215 bp: ’
GSTM1 sens0GAA CTC CCT GAA AAG CTAAAG C 3

' GSTM1 antisenSoGTT GGG CTC AAA TAT ACG GTG G

3

Per il gene GSTT1 sono stati utdizzi seguenti primers che
amplificano una regione da 480 bp:
GSTT1 sen§bTTC CTT ACT GGT CCT CAC ATC TC"3
GSTT1 antisenSOTCA CCG GAT CAT GGC CAG CA 3

Per il gene dellaxglobina sono stati utilizzati i seguenti primetsec
amplificano una regione da 268 bp: ‘
S-globina sensp5 GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC 3
B-globina antisenso5 CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC 3
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Per la reazione di PCR (Tab.6) amloiautilizzato 2,5 ul di Buffer 10X
(contenente KCI 500 mM, Mgell5 mM, Tris-HCI 100 mM), 2,5 ul di
dNTP; 2 mM, 0,1 pl di primer senso e 0,1 pl di primetisenso
entrambi 10 pmol/ul, 0,4 ul di Tag DNA Polymerasené&sham
Pharmacia Biotech (5U/ul), 200 ng di DNA eQHin un volume finale
di 25 pl.

Le condizioni di amplificazione pezlono una denaturazione iniziale a
94°C per 5 minuti, seguita da 35 cicli di ampliicane composti da una
denaturazione a 94°C per 1 minuto, un annealing’& per 45 secondi
e un’estensione a 72°C per 1 minuto, seguita dalteniore estensione
finale a 72°C per 7 minuti.

La verifica del’amplificazione di&e geni viene eseguita tramite corsa
elettroforetica per 50 minuti a 100V su gel di agaw al 2,5% (w/v),
contenente bromuro di etidio (0,5 mg/ml), caricad@opl di PCR + 2
pl di xylene cyanol 6X e usando 8 pl di marker pUE DNA Msp |
Digest.

Tabella 6. Parametri PC

STEP TEMPERATURA DURATA N°CICLI
°C
1° 94 5 1
94 r
2° 58 45" 35
72 r
3° 72 7 1

1.22 Coltura delle linee cellulari di pretata e calcolo della loro attivita
specifica

Le linee cellulari utilizzate (cellule tumorali mt@tiche
umane,LNCaP, linee cellulari immortalizzate pretevala pazienti
sottoposti a prostatectomia e suddivise, sulla bdsk pattern di
espressione genica in due gruppi, Gl e G2, comdgati,
rispettivamente ad una prognosi migliore e peggiegaziente) (Nanni
et al, 2006) sono state fatte crescere in terreno IMEaM supplemento
di BSA al 10% (Invitrogen), arricchito con L glmtanina 200 mM e in
presenza degli antibiotici Pen/Strep. Raggiunteoiafluenza necessaria
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(80%-90%) le cellule vengono contate utilizzandapposita camera di
conta e, successivamente, staccate dalla dishzzatido tripsina
(Invitrogen); a questo punto la tripsina viene na&i#zata con I'aggiunta
di 4 volumi di terreno e le cellule raccolte e tténgate a 1200 RPM
per 5 minuti.

Il pellet puo quindi essere conservato a -80°C oppitilizzato per gli
esperimenti successivi.

Il pellet, tipicamente contenente 4X1&llule, viene risospeso in 150
pl di Tris HCI 10 mM pH 7.4 in presenza di EDTA 0MLe PMSF 0.1
mM e sottoposto a 3 cicli di sonicazione da 5 sdcamscuno. Le
cellule lisate vengono quindi sonicate a 13000 Rpdvl 30 minuti e
I'estratto, di cui viene calcolata la concentragigoroteica usando il
metodo Bradford, pud essere utilizzato per il dalcdell’attivita
specifica delle diverse linee cellulari e per ilgg® del Western
Blotting.

L’attivita specifica e stata definita sulla base dalori di AA/min
calcolati a 25°C e a 340 nm in tampone fosfato M.JpH 6.5, in
presenza di GSH 1mM e CDNB 1mM.

Il Western Blotting € stato eseguito, utilizzanda imetodica
precedentemente descritta, verso diverse forme @:GGSTP1-1,
GSTM2-2, GSTA1-1 e GSTT1-1 al fine di evidenziarennsolo la
scomparsa della GSTP1-1 ma anche [I'eventuale femomdi
bilanciamento da parte di un’altra delle princig@®T citosoliche.

Il gel di poliacrilammide viene preparato al 12%engono caricati
30y di estratto per ciascuna linea cellularey@li3proteina purificata. Gli
anticorpi usati, per ciascuna delle GST analizzateano concentrati
1:1000 per quanto riguarda l'anticorpo primario 0D00 per |l
secondario.
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