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PREMESSA: La forma biologicamente attiva della vitamina B6 è il piridossal 5’-fosfato (PLP), che funge da coenzima in diverse reazioni enzimatiche. Gli organismi che non possono sintetizzare il PLP de novo devono acquisire i vitameri dai nutrienti e interconvertirli utilizzando una via metabolica che coinvolge la piridossina 5’-fosfato ossidasi (PNPO). La PNPO è un enzima che converte la piridossina 5’-fosfato e la piridossammina 5’-fosfato in PLP usando come coenzima l’FMN. L’enzima di Escherichia coli è un omodimero e condivide il 39% di identità di sequenza con la PNPO umana. Nell’uomo mutazioni autosomiche recessive della PNPO possono determinare una rara malattia neurologica, l’encefalopatia epilettica neonatale. Queste mutazioni causano una riduzione dei livelli intracellulari di PLP che, in tal modo, non sono più sufficienti per supportare la sintesi degli enzimi PLP-dipendenti. È noto che il PLP è un’aldeide molto reattiva in grado di formare legami covalenti con i gruppi amminici liberi delle proteine ed è perciò potenzialmente tossica. La cellula risolve questo problema mantenendo bassi i livelli di PLP intracellulari, anche grazie all’azione delle fosfatasi, che lo idrolizzano formando il piridossale. Tuttavia, questi livelli di PLP sono sufficienti a sostenere la sintesi degli enzimi PLP-dipendenti. Il PLP inibisce l’attività catalitica della PNPO legandosi al sito attivo, ma può legarsi anche ad un secondo sito ad alta affinità. Questo secondo sito di legame potrebbe avere il ruolo di isolare il PLP dall’ambiente esterno e allo stesso tempo veicolarlo agli apo-enzimi che lo richiedono come cofattore, favorendone la biodisponibilità per la sintesi degli enzimi PLP-dipendenti.
METODOLOGIE E RISULTATI:
Metodologie:
1. Metodo fluorimetrico per determinare la costante di dissociazione (Kd) delle forme selvatica e mutanti della PNPO: utilizzate due lunghezze d’onda di eccitazione (280nm e 450nm); dati analizzati sulla base dell’equazione quadratica.
2. Quantificazione del PLP nel complesso PNPO-PLP, ottenuto tramite gel filtrazione. Il PLP è stato isolato dal complesso con idrossido di potassio e acido perclorico. Volumi diversi del PLP estratto sono stati aggiunti alla forma apo della serina idrossimetiltrasferasi (SHMT) e la reazione dell’olo-SHMT è stata seguita a 340nm. Il confronto con la curva di calibrazione permette di determinare la concentrazione di PLP estratto dal complesso.
3. Caratterizzazione cinetica dell’inibizione da prodotto della forma selvatica della PNPO: sono stati svolti diversi saggi di attività ciascuno con una diversa concentrazione di inibitore (da 0µM a 16µM), ed è stata valutata la costante di inibizione (ki).
Risultati:
Dati di cristallografia e analisi di docking hanno mostrato due possibili siti di legame non catalitici per il PLP. I residui amminoacidici presenti in questi siti sono stati mutati tramite mutagenesi sito-diretta. La forma selvatica e i mutanti della PNPO sono stati caratterizzati rispetto alla loro attività catalitica e alla capacità di legare il PLP. Tutte le forme mutanti del sito cristallografico non hanno mostrato alcuna alterazione dell’attività catalitica e del valore di Kd per il PLP. Invece, le mutazioni del sito identificato tramite docking molecolare alterano la Kd, anche se non in modo drastico. Inoltre, la forza di legame del PLP al secondo sito, nelle forme selvatica e mutanti, è stata valutata tramite size exclusion chromatography e misura del PLP legato alla PNPO. Anche in questo caso, sono state rilevate differenze tra la forma selvatica e le forme mutanti dell’enzima solo per il sito individuato con gli esperimenti di docking. Quindi, il sito suggerito dai dati cristallografici non è coinvolto nel legame del PLP, mentre quello individuato tramite analisi di docking potrebbe svolgere questo ruolo. Infine, è stato caratterizzato un mutante del sito attivo della PNPO, in cui è stata alterata l’affinità per il substrato. Anche per questa forma mutante dell’enzima è stata analizzata la capacità di legare il PLP. I risultati indicano che il sito attivo potrebbe essere il sito ad alta affinità per il PLP. Inoltre, è stata caratterizzata, per la forma selvatica della PNPO, l’inibizione da prodotto e, sorprendentemente, è stata osservata un’inibizione mista, con una costante di inibizione per l’enzima libero uguale alla Kd per il PLP, misurata tramite fluorimetria. Anche questo dato indica che il sito attivo potrebbe corrispondere al sito ad alta affinità.
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