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ARGOMENTO DELLA TESI:
Studio dell’espressione genica degli enzimi della via biosintetica del PLP (piridossale-5’-fosfato) e del suo trasportatore YggS.

PREMESSA: (max 250 parole)
La vitamina B6 è rappresentata da sei diversi vitameri che sono piridossina, piridossamina, piridossale e i rispettivi esteri 5’-fosfato. Il piridossale-5’-fosfato (PLP) è la forma biologicamente attiva della vitamina B6 ed è molto importante in quanto il suo utilizzo come cofattore enzimatico è ubiquitario in piante, batteri, funghi e organismi superiori.. Il piridossale-5’-fosfato è coinvolto in numerosi metabolismi e reazioni enzimatiche, tra cui transaminazioni e decarbossilazioni e numerose altre reazioni. Se la concentrazione del PLP non viene ben regolata, esso può divenire tossico. Nell’uomo, il PLP e gli enzimi responsabili della sua biosintesi sono coinvolti in molte patologie tra cui encefalopatie epilettiche, malattia di Alzheimer e Parkinson.
La mia ricerca nasce dunque dalla necessità di comprendere meglio come la sintesi del PLP venga regolata a livello cellulare, analizzando i meccanismi di regolazione a partire dal livello trascrizionale, ovvero il primo anello della catena regolatoria.

METODOLOGIE E RISULTATI: (max 500 parole, senza immagini)
Metodologie utilizzate: curve di crescita mediante misure spettrofotometriche, test di condizioni di crescita differenziali con lettore di micropiastre, qRT-PCR, PCR, estrazione di DNA e RNA, sintesi di cDNA, elettroforesi con gel di agarosio (in condizioni normali e denaturanti) e poliacrilamide, crescite batteriche, estrazione di proteine.
Risultati: durante l’ultimo anno ho fatto chiarezza su quali siano le condizioni di concentrazione limite di vitamina B6 utilizzabili per la crescita del batterio Escherichia coli (ceppo: BW25113). Dai miei esperimenti è stato possibile comprendere oltre quali concentrazioni di piridossale si verifica un effetto tossico nel batterio. Contestualmente abbiamo compreso che le stesse concentrazioni del vitamero piridossina non sono tossiche. 
Gli stessi test sono stati condotti sul batterio Deinococcus radiodurans e su ceppi di Escherichia coli resi incapaci di sintetizzare specifici enzimi coinvolti nella biosintesi o nella regolazione del PLP. In questo modo ho approfondito le conoscenze riguardo la capacità di crescita dei suddetti batteri nelle condizioni di presenza e assenza di piridossale, piridossina e casaminoacidi. Ho contestualmente acquisito informazioni sull’importanza degli enzimi studiati per la vitalità del batterio E. coli. 
Per il batterio E. coli (ceppo: BW25113) ho effettuato studi, usando la tecnica qRT-PCR, sull’espressione genica. Ho acquisito dati sulla variazione di espressione dei geni che codificano per enzimi convolti nella biosintesi e nel riciclo del PLP: pdxK, pdxY, pdxH, pdxB, pdxJ e del trasportatore di PLP YggS in condizioni di presenza e assenza di piridossale, piridossina e casaminoacidi. Ogni studio di espressione è stato condotto sia nella fase di crescita esponenziale che nella fase di crescita stazionaria. 
Durante l’anno sono stato anche coinvolto in un secondo progetto di ricerca riguardante la purificazione e lo studio dei parametri cinetici dell’enzima Acido Cisteinsulfinico Decarbossilasi (CSAD). I risultati a riguardo sono stati: la purificazione della forma selvatica dell’enzima, i saggi di attività usando la tecnica della cromatografia su strato sottile, la trasformazione del ceppo Escherichia coli Arctic Express con la forma selvatica dell’enzima e con due forme mutanti del sito attivo dell’enzima.
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PARTECIPAZIONE A CORSI/CONGRESSI:
· Simposio: “Chimici per le Biotecnologie”, Bologna, 23/02/2018;
· “XV FISV Congress”, Roma, dal 18/09/2018 al 21/09/2018;
· Corso di Cinetica enzimatica: “Fundamentals of enzyme kinetics”, prof. Francesco Malatesta e Dott.ssa Serena Rinaldo, Sapienza Università di Roma dal 21/11/2017 al 5/12/2017.
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