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PREMESSA: Nel 2005 un nuovo membro della superfamiglia citocromo P450 è stato identificato: StaN. Questo enzima è coinvolto nella biosintesi dell’antibiotico staurosporina, noto anche per le sue proprietà antitumorali. Esperimenti su ceppi batterici mutanti e clonaggio dell’intero cluster biosintetico della staurosporina nell’organismo Streptomyces sp. TP-A0274 hanno permesso di classificare StaN come un citocromo P450, sulla base dell’omologia di sequenza con altri membri di questa superfamiglia. Tuttavia si suppone che questo enzima catalizzi una reazione insolita per un P450, ossia la formazione di un legame glicosidico carbonio-azoto: infatti StaN è responsabile del legame tra l’aglicone della staurosporina ed il deossi-aminozucchero, e quindi della formazione dell’intermedio O-demetil-N-demetil-staurosporina. Ad oggi questo è il primo ed unico esempio di un citocromo P450 coinvolto nella formazione di un legame C-N ed il suo meccanismo d’azione è sconosciuto. Il nostro obiettivo è quello di determinare la struttura tridimensionale di StaN attraverso la cristallografia a raggi X, l’unica tecnica che consente di comprendere i dettagli atomici della catalisi enzimatica. Inoltre vogliamo comprendere la funzione di StaN attraverso esperimenti di binding con il substrato ed inibitori, e produrre mutanti attraverso mutagenesi sito-diretta, con lo scopo di manipolare l’attività di StaN verso il suo substrato. In questo modo vogliamo produrre nuovi derivati della staurosporina, che conservino le proprietà antitumorali, ma non la scarsa specificità che ne ha precluso fino ad oggi l’utilizzo nelle terapie anticancro.
METODOLOGIE E RISULTATI: Durante questo secondo anno di dottorato abbiamo rivolto i nostri sforzi verso l’ottenimento di cristalli singoli per condurre esperimenti di diffrazione dei raggi X, nonché verso la caratterizzazione funzionale dell’enzima. A questo scopo è stata ottimizzata l’espressione eterologa di StaN in E. coli (ceppo BL21) e la purificazione attraverso cromatografia d’affinità e cromatografia a scambio ionico. La proteina purificata è stata utilizzata per condurre un estensivo screen di cristallizzazione (circa 500 condizioni) grazie ad un sistema automatizzato per cristallizzazione con metodo sitting drop - vapor diffusion. Una volta identificate le condizioni più promettenti, abbiamo utilizzato il metodo hanging drop - vapor diffusion per preparare delle piastre di cristallizzazione a mano. La caratterizzazione funzionale è stata condotta utilizzando la spettroscopia UV-visibile (binding con inibitori, pH-dipendenza). La mutagenesi sito-diretta è stata condotta mediante PCR (Polymerase Chain Reaction) impiegando oligonucleotidi sintetici opportunamente disegnati.
Ad oggi siamo riusciti a massimizzare le rese d’espressione del citocromo StaN in E. coli fino ad ottenere una resa di circa 8 mg per litro di coltura cellulare, sufficiente per gli studi funzionali e strutturali di cristallografia a raggi X. Abbiamo identificato StaN da Streptomyces sp. TP-A0274 come il nostro miglior candidato per lo studio strutturale: la sua forma ricombinante presenta un His-tag al N-term per la cromatografia d’affinità ed un sito di taglio della trombina per poterlo rimuovere in modo da ottenere la proteina in forma nativa. La purificazione mediante cromatografia d’affinità su metallo immobilizzato (IMAC) è stata ottimizzata aggiungendo due passaggi di lavaggio con 40 e 70 mM imidazolo prima dell’eluizione con 300 mM imidazolo, al fine di rimuovere la gran parte delle proteine contaminanti che competono con StaN per il legame alla colonna IMAC. La reazione di taglio con la trombina è stata effettuata con un’incubazione per due ore in camera fredda in modo da evitare che la proteina precipiti in forma insolubile, pur mantenendo un’ottima resa di taglio. La stabilità di StaN in soluzione migliora notevolmente aggiungendo al tampone di purificazione glicerolo al 5%. La cromatografia a scambio anionico viene poi effettuata per rimuovere la trombina ed altri contaminanti residui, in modo da ottenere un campione altamente puro di StaN adatto ad esperimenti di cristallizzazione. Dopo un’estensiva procedura di screening delle condizioni di cristallizzazione, ancora non sono state identificate le condizioni che favoriscono la crescita di cristalli singoli. Di conseguenza abbiamo deciso di apportare modifiche alla sequenza polipeptidica di StaN seguendo il principio di minimizzazione dell’entropia di superficie. Seguendo l’algoritmo alla base di un server online (SERp) abbiamo generato un doppio mutante di StaN (E33A/E34A), che in silico si è dimostrato promettente al fine di generare delle “sequenze adesive”, che favoriscano la formazione di contatti cristallini. Al momento stiamo conducendo delle prove di espressione e purificazione di questo promettente mutante, al fine di massimizzare la probabilità di generare dei cristalli singoli e condurre esperimenti di diffrazione dei raggi X.
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