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- ABSTRACT -
In the present work we studied the plasma membiramsporter of carnitine OCTN2. We

firstly investigated the interaction of this traonsggr with a commonly used drug, the omeprazolo.
The carnitine transporter was solubilized from neval apical plasma membrane (brush-border
membrane) with GEg and reconstituted into liposomes removing the rdetg from mixed
micelles by hydrophobic chromatography on Amberl¥&D-4. The reconstituted carnitine
transporter catalysed a first-order antiport reactof carnitine with itself or other substrates
stimulated by external, not internal, Wavith a positive cooperativity. Navas co-transported with
carnitine. The transporter is asymmetrical and unidirectionally inserted into the proteoliposdéma
membrane with an orientation corresponding to dh#te native membrane. Omeprazole externally
added to the proteoliposomes, inhibited the camitiarnitine antiport catalysed by the
reconstituted transporter. The inhibition was reedrby the treatment of the proteoliposomes by
DTE indicating that the inhibition was caused bg formation of omeprazole-transporter mixed
disulphide. However, omeprazole caused inhibitibthe transport also in the presence of DTE,
indicating a second inhibition mechanism of nonateut nature. The presence of the substrate
during the incubation of the omeprazole with thet@oliposomes increased the formation of the
mixed-disulphide. Omeprazole did not inhibited wheresent in the internal proteoliposomal
compartment, indicating that the inhibition was @feally due to interaction with the external
residues or sites of the protein. Omeprazole wasfound to be transported by OCTN2: the
structure of the activated form of omeprazole, edjepossess a charged pyridine group and a
methoxyl oxygen at a reciprocal distance of thradban atoms which fulfil the requirement for
interaction with the active site and inhibition but for transport. The implication of the two
mechanism of inhibition of the carnitine transpoitephysiopathology may be relevant in the light
of the omeprazole concentration reached in the dblafier administration: the inhibition by
omeprazole, indeed, may lead to a carnitine defogidike syndrome more or less evident,

depending on the dose and on the individual capatinetabolizing the drug.



In the present work we studied, also, the humafoiiso of OCTNZ2: (i) we obtained the
heterologous over-expression and the purificatibh@CTN2 in a bacterial hosE. coli and (ii)
we evaluated the expression profile of hOCTN2 iifiedent cancer cell lines and in keratinocytes
retrotransduced with HPV16 E6E7. The cDNA coding HOCTN2 was cloned in two bacterial
expression vector and, following two different stgies, we over-expressed the hOCTN2 protein
as fusion protein with GST and as hOCTN2 without &gy but with codon bias. In both cases the
protein was present in the insoluble fraction afuced lysate and was, then, solubilized with a
ionic detergent, Sarkosyl, together with chaotr@gent, Urea. After solubilization the protein was
purified on Nichel-chelating chromatography colurabtaining the protein solubilized in Triton X-
100.

In the present work we described the expressiofil@mf hOCTN2 in different cancer cell
lines and in keratinocytes immortalized by HPV16E6%e observed a down-regulation at mRNA
levels of hOCTN2 which was reversed by treatindscelith 5-aza-cytidine a DNA demetilating
agent. Cells over- expressing hOCTN2 were moreitbemnso the chemotherapic agent cisplatin.
This observation is a preliminary result suggestanaptential role of hOCTN2 in carcinogenesis or

in cancer development .



ABBREVIAZIONI
Arg: Arginina
ATP: Adenosina Trifosfato
BSA: albumina di siero bovino
cDNA: DNA complementare
CFTR: Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator
CIAP: Fosfatasi alcalina di intestino di vitello
D.O.: densita ottica
DAB: Diamminobenzidina
DDM: n-Dodecylp-D-maltoside
ddNTP: 2’, 3' —dideossinucleotide 5'- trifosfato
DNA: Acido deossinucleico
dNTP: Deossinucleotide trifosfato
DTT: ditiotreitolo
E. Coli: Escherichia Coli
EDTA: acido tilendiamminotetracetico
IPTG: isopropil{3-D-tiogalattopiranoside
Lys: Lisina
Lys: Lisogeno
OCTN: Nuovo trasportatore di cationi organici
PCR: reazione di polimerizzazione a catena
rRNA: Acido Ribonucleico Ribosomiale
SDS dodecilsolfato di sodio
SDS PageSodium Dodecyl Sulphate - PolyAcrylamide Gel Hiephoresis

T7RNAP: RNA Polimerasi derivante dal fagoT7



TAE: Tris, Acido acetico, EDTA
TE: Tris, EDTA
TEMED : Tetrametiletilendiammina

TRIS: trildrossimetilamminometano
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-1.1- PREMESSA

Nel processo che ha condotto alla formazione geiitae cellule nel brodo primordiale, una
delle tappe cruciali é stata, sicuramente, qualedormazione di una membrana plasmatica. Deve
essere sicuramente esistita, infatti, una presselsttiva che ha favorito la compartimentazione pe
proteggere i sistemi neoformati di macromolecolgaaiche e molecole inorganiche, dalle mutevoli
condizioni ambientali dell’era prebiotica. La foram@ne di un sistema chiuso ha consentito, inoltre,
di aumentare la concentrazione delle sostanze aaselalmente, si sono ritrovate al suo interno,
dando cosi I'avvio ai primi processi metaboligpidi di tutte le forme di vita attualmente esistent

La sopravvivenza delle cellule e, tuttavia, straettate legata alla possibilita di scambiare
sostanze con I'ambiente esterno o con il mezzaesliulare, laddove si tratti, rispettivamente, di
organismi unicellulari o pluricellulari.

Nelle cellule si sono evoluti, pertanto, dei sistehre consentono di effettuare il trasporto di
sostanze (molecole organiche, inorganiche, ioni)cdmpartimento citosolico verso I'esterno e

viceversa.
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-1.2- SISTEMI DI TRASPORTO

| sistemi di trasporto hanno molteplici funzionggolano l'uptake, nel citosol, di nutrienti
successivamente indirizzati ai diversi organellilutari, la concentrazione di metaboliti e dei
prodotti di scarto delle differenti vie metabolicleellulari, I'estrusione di sostanze tossiche e
farmaci. Essi mediano, inoltre, I'uptake e l'effies di ioni allo scopo di mantenere le loro
concentrazioni intracellulari molto differenti daiejle del mezzo extracellulare, per consentire la
creazione del potenziale di membrana; i traspaitatmno implicati, infine, nella secrezione di
proteine, lipidi e carboidrati in vari processidiegici tipici delle diverse specie esistenti.

| trasportatori di membrana plasmatica sono pretéitegrali che possono funzionare anche
in associazione a recettori e a proteine citoselidatalizzando reazioni vettoriali, chimiche e di
trasferimento elettronico. Il trasporto di substedtraverso la membrana plasmatica puo avvenire
attraverso due tipi di strutture, i canali e lerpeasi o carrier.

| canali consentono il passaggio, secondo gradiintencentrazione, di substrati da un lato
all'altro della membrana plasmatica, attraverso poro costituito da residui amminoacidi
idrofobici, idrofilici o anfipatici a seconda deldaratteristiche chimiche della molecola traspartat

| carrier, a differenza dei canali che sono quasiusivamente oligomerici, sono proteine
monomeriche, trasportano molecole con una steretigit@ maggiore e con una velocita cinque
volte minore rispetto a quella dei canali. Sebbeniambi vadano incontro a saturazione, questo
fenomeno € molto piu comune tra i carrier.

Queste caratteristiche generali, insieme ai datstadlografici, indicano dei confini
abbastanza netti tra canali e permeasi. Alcunieratuttavia, mostrano una cinetica sovrapponibile
a quella dei canali, ma solo in seguito a modiimaizconformazionali della proteina, dovute a

legami covalenti o ad interazioni non covalenti dsubstrato trasportato.
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Quando la reazione vettoriale & accoppiata ad eazane chimica, assorbimento di luce o
flusso di elettroni, si parla di trasporto attivanpario; il trasporto attivo e definito secondario,
invece, se la fonte di energia, quale ad esempigradiente di protoni (PMF) o di ioni sodio
(SMF), e generata a spese di una fonte primaria.

Tra i trasportatori primari vanno principalmentenaverati i trasportatori ABC (ATP
Binding Cassette) costituiti da due domini, il dorm MSD (Membrane Spanning Domain)
costituito da porzioni transmembrana, ed il domifiBD (Nucleotide Binding Domain)
responsabile dell'interazione citosolica con ’ATIPNBD si pud considerare come un motore in
grado di generare movimento sfruttando I'energiavdea dall’idrolisi del’ATP: I'energia chimica
viene, dunque, convertita in energia cinetica. &sjudue domini principali € associata, in alcuni
casi, una terza subunita regolatoria definita SB®ylicata nei processi di riconoscimento e
reclutamento del substrato.

Nella categoria dei trasportatori attivi secondgapossono distinguere tre classi di molecole,
definibili in base al meccanismo di traslocazioeésiibstrato:

- Trasportatori per uniport.

Sono identificabili come trasportatori responsadiliquella che, inizialmente, era definita
“diffusione facilitata”. Essi catalizzano il tragpo di una singola specie molecolare, il cui gratke
di concentrazione a cavallo della membrana, foenikx driving force per fare avvenire la
traslocazione della molecola, rendendo negativaldre totale dAG della reazione vettoriale.

— Trasportatori per symport.

Sono definiti anche cotrasportatori, catalizzantrabporto di due o piu specie molecolari

nella stessa direzione. L'energia necessaria slettisnento, in questo caso, € fornita dal gradiente

di concentrazione di uno dei due substrati traspiort
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- Trasportatori per antiport.
Definiti anche controtrasportatori, catalizzandralsporto di una o piu specie molecolari in
scambio con un’altra. | processi di antiport possarteressare molecole simili (antiport soluto:

soluto) o molecole del tutto diverse (antiport solcationi) (Saier et al. 2000).

-1.3- TERMODINAMICA DEL TRASPORTO

L’ equazione che descrive la termodinamica delpwea®s e simile a quella delle reazioni

chimiche:

AGtz RT In [S}rans/ [S]cis + AGI

Dove R € la costante dei gas (8,315 J/mol-K), & temperatura assoluta (298 K) exksle
[Slcis sono le concentrazioni del substrato da trasportir un lato all’altro della membrana
plasmatica. Il fattor\G' descrive I'energia libera di una reazione, tedimamicamente favorita,
accoppiata al processo di trasporto. Cio, rendalibre di AG; complessivamente negativo e la
reazione di trasporto favorita. Nel caso dei traspori attivi primari (trasportatori ABC)AG'
corrisponde all’idrolisi di ATP, per i trasportai@ttivi secondari, invece, rappresenta il gradietit
concentrazione della sostanza cotrasportata o atcagportata, a seconda che si considerino,

rispettivamente, il symport o I'antiport.
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Quando una delle molecole trasportate € uno iohesudb movimento, senza il
contemporaneo spostamento di un altro ione cotetsa carica ed in direzione opposta, determina
la formazione di un potenziale elettrico a cavditla membrana.

L’equazione che descrive I'energia libera, in qoesaso, deve tenere conto anche del

gradiente elettrico a cavallo della membrana, o @i quello chimico:

AGt = RT |n [Slrans/ [S]CiS + ZT AlP

Dove Z & la carica dello ion€ & la costante di Faraday (96.5 KJ - Veltmol') e AY & il

potenziale di membrana espresso in volt. Quandmwténziale di membrana assume un valore
negativo (esterne~ interno) e lo ione ha una carica positivaA®; complessivo e negativo e la
reazione di trasferimento di un catione versodinb della cellula, & favorita.

Ovviamente per gli anioni vale il contrario. I manimento di questi gradienti di

concentrazione e garantito proprio dall’esistenzaumt membrana plasmatica selettivamente

permeabile (Voet et al. 2000; Randal et al.; Nelsioal. 2006).

-1.4- CLASSIFICAZIONE DEI SISTEMI DI TRASPORTO (TC)

Il sistema di classificazione dei meccanismi dsp@to TC, € stato realizzato tenendo conto
delle informazioni sia funzionali che filogeneticheguardanti questa classe di proteine di
membrana.

| trasportatori sono classificati sulla base dggie criteri indicati da cinque lettere, V, W, X,
Y e Z, che costituiscono il codice d’accesso penidicare, in modo univoco, un membro del
sistema TC. La lettera V indica la classe delpwastore, W la sottoclasse, X la famiglia o la

superfamiglia cui appartiene la permeasi in quastid rappresenta la sottofamiglia in una

15



famiglia (o la famiglia in una superfamiglia) inic stato inserito il trasportatore ed infine,
Z specifica sia il substrato o il range di substrasportati, sia la polarita del trasporto (cisans).

La modalita di regolazione non € considerata uarpatro utilizzabile per la classificazione,
poiché pare non essere collegata alla filogeni€iga. questo motivo, due permeasi che trasportano
il medesimo substrato con eguale meccanismo, sdeatificati con lo stesso numero TC,
indipendentemente se si tratti di proteine ortotodbriginatesi cioe in organismi differenti in
seguito a speciazione) o paraloghe (originates oallo stesso organismo in seguito a duplicazione
genica).

Le categorie di trasportatori identificati daltsrma TC sono le seguenti:

- 1. A.Canditipoa.

Si tratta di proteine di membrana ubiquitarie onfate in tutti gli organismi, dai batteri agli
eucarioti superiori. Questi trasportatori, normatiee catalizzano il movimento di molecole senza
dispendio energetico; sono costituiti da eliche che formano un canale acquoso, attraverso i
quale passano i substrati senza evidenza di unamisoco mediato da carrier. Le porine non
appartengono a questa categoria di trasportatarsano state incluse nella classe 1B.

- 1. B. Porine 3-barile.

Sono trasportatori che funzionano con un meccanish® non usa energia metabolica,
come quelli della classe 1A. In questo caso, perdporzione transmembrana € costituita, quasi
esclusivamente, da fogliefti che formano un “barile”. Sono trasportatori ritativnella membrana
esterna dei batteri gram-negativi, nei mitoconuti, plastidi.

- 1. C. Tossine che formano pori.

Sono peptidi sintetizzati da una cellula e secaditinterno di altre cellule, nelle quali

formano pori, a cavallo della membrana plasmafR@ssono suscitare effetti citotossici, legati o

alla perdita dell’equilibrio osmotico della cellutaalla deregolazione di processi citosolici.
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- 1. D. Candli non sintetizzati sui ribosomi.

Sono molecole costituite spesso da catene di D-ariminoacidi o di idrossiacidi (come ad
esempio lattato ¢-idrossibutirrato) che formano canali ionici oligerti. L'assemblaggio di
questi canali, a partire da subunita preesistenitiddtto, generalmente, dal cambiamento del
potenziale di membrana. Sono stati ritrovati inglire batteri,che li utilizzano come meccanismi di
difesa.

- 2. A. Uniporter, symporter e antiporter.

Rientrano in questa categoria le permeasi chedr&sp molecole per uniport (in cui una
singola molecola viene trasportata secondo gragieintconcentrazione o elettrochimico se e
carica), symport (due o piu specie cotrasportate,ud una controgradiente di concentrazione e
I'altra secondo gradiente fornendo I'energia neaeasal trasporto della prima), ed antiport (due o
piu molecole trasportate contemporaneamente irzidime opposta, I'una contro gradiente di
concentrazione, l'altra secondo gradiente in modawkre I'energia necessaria al trasporto della
prima).

- 2. B. Carrier non sintetizzati sui ribosomi.

Come 1D, si tratta di molecole non necessariamamtieiche, che possono trasportare ioni
sia in modo elettrogenico (in cui lo ione si muosecondo gradiente elettrochimico) che
elettroneutro (quando un substrato carico € scamban un altro carico anch’esso).

- 2. C. Trasportatori guidati dal gradiente di ioni.

Si tratta di un meccanismo poco conosciuto, presiarthatteri gram-negativi che consente il

trasporto passivo di alcune molecole grazie alliawglo di energia, nello spazio periplasmico,

sottoforma di gradiente di'Hb Na' .
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- 3. A. Trasportatori guidati dall’idrolisi del pirofosfato.

L’idrolisi del legame pirofosfato dellATP o deghltri nucleosidi trifosfato, fornisce
I'energia necessaria per il trasporto contro gmateiedei substrati. Il trasportatore, ma non la
molecola trasportata, puo essere transitoriames@rilato in determinati residui amminoacidici.
Queste molecole sono state ritrovate universalmartteti gli organismi esistenti.

- 3. B. Trasportatori guidati dalla decarbossilazione.

Appartengono a questa classe, alcuni trasport&atterici che consentono l'uptake o
I'efflusso di soluti (quali ad esempio gli ioni sofl attraverso la decarbossilazione di un substrato
citosolico. Si pensa si tratti di sistemi esclusieate procariotici.

- 3. C. Trasportatori guidati da metiltransferasi.

Attualmente sono stati trovati solo in organismclaea, ed e stata ben caratterizzata solo

una proteina che trasporta & metiltetraidrometanopterina o coenzima M riratilsferasi.
- 3.D. Trasportatori guidati da ossidoriduzioni.

Sono proteine ubiquitarie (pompe) in cui il tragpadel substrato, ad esempio uno ione, e
garantito dal flusso di elettroni da un substratgroteina ridotta, ad un substrato o proteina
ossidata.

- 3. E. Trasportatori guidati dall’ assorbimento della luce.

Sono proteine che espletano la loro funzione dipweto, convertendo la luce assorbita, in
energia cinetica. Si trovano nei procarioti, neraplasti degli eucarioti, in alcuni funghi e in
organismi Archaea.

- 4 .A.Tradocatori guidati dal trasferimento di un gruppo fosforico.

| sistemi batterici PTS (fosfotransferasi di zuatheppartengono a questa classe, mentre

non si conoscono esempi in organismi eucarioti&iahaea. Il prodotto della reazione di trasporto e

uno zucchero fosforilato citoplasmatico, derivaideuno zucchero extracellulare.
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- 8. A.Proteinedi trasporto ausiliarie.

Appartengono a questa classe, proteine che falitatrasporto attraverso le membrane,
senza parteciparvi direttamente, in quanto comatess trasportatori noti. Si tratta di molecole che
stabilizzano i complessi multiproteici, che ne fego I'assemblaggio ed il corretto funzionamento.

- 9. A. Trasportatori con meccanismo biochimico sconosciuto.

Sono stati inseriti in questa classe, tutti quasgortatori per i quali non sono noti né il

meccanismo di funzionamento, né la fonte energetieaconsente il trasporto.
- 9. B. Proteine non ancora caratterizzate come trasportatori.

Appartengono a questa classe, famiglie di protperde quali e stata suggerita una funzione
legata al trasporto di membrana, ma che sono ancatesa di essere caratterizzate come tali o,
eventualmente, di essere eliminate dal sistemdalldpve non si trattasse di trasportatori.

- 9. C. Proteine caratterizzate come trasportatori ma con sequenza sconosciuta.

E l'unica classe in cui le proteine non appartemgancora ad una famiglia precisa poiché,

non essendo stata ancora risolta la sequenza amwerdita, non sono stati condotti studi

filogenetici (Saier et al. 2000).

-1.5- L 0O STuDIO DEI SISTEMI DI TRASPORTO DI MEMBRANA

Lo studio dei sistemi di trasporto di membrana sviuppato successivamente rispetto allo
studio delle proteine solubili (buona parte deglziei). La ragione di cio € connessa alla diffieolt
di maneggiare un sistema di trasporto che, al adotidegli enzimi, € una proteina integrale di
membrana. E’ infatti necessario affrontare due dipproblemi: il primo e correlato alla presenza
nella struttura della proteina di trasporto di demdrofobici, che rappresentano la porzione della
proteina inserita nella membrana e limitano la lsidita della proteina in acqua; il secondo e
rappresentato dalla necessita di creare due comgaiti fra cui seguire il trasporto catalizzato

dalla proteina. | primi studi sui sistemi di tragigosono stati eseguiti in sistemi di membrane
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native, come le cellule intatte oppure gli orgarglbcellulari isolati, come i mitocondri. In quiest
casi i due compartimenti sono rappresentati dabiante nativo intracellulare, o interno
all'organello, e dall'ambiente esterno artificidfequesto tipo di sperimentazione, il trasportend
misurato mediante I'utilizzo di molecole marcate ¢adioisotopi o altri sistemi che permettono di
evidenziare, con elevata sensibilita, il passagiiionolecole fra i due lati della membrana, un
esempio e dato dalle sonde fluorescenti (Di Viogdt al. 1989).

Il principale svantaggio di questo tipo di appracsperimentale € dato dalle interferenze
determinate dalla presenza di enzimi nei compartimiaterni, i quali possono modificare le
molecole trasportate, nonché dalla presenza, stdlesse membrane, di altri sistemi di trasporto e
dalla possibilita di controllare le condizioni sipeentali soltanto nell'ambiente esterno (cis) ma no
in quello interno (trans). Questo tipo di studiesevoluto piu recentemente grazie a tecniche di
biologia molecolare che permettono l'espressiotetts&a di una proteina di trasporto eterologa
all'interno di particolari cellule, come per esemgli oociti. La proteina espressa, se raggiunge la
membrana, dara un segnale di trasporto caratteristriconoscibile rispetto alle cellule che non la
esprimono. Questa tecnica permette di studiarespeeifica proteina di cui € noto il gene, tuttavia,
presenta le limitazioni tipiche dei sistemi celtuiatatti.

Una tecnica piu recente per lo studio di sistentiasporto di membrana e la ricostituzione
in membrane artificiali. La ricostituzione consisigl'inserimento di proteine di trasporto in siste
di membrana artificiali costituiti da bilayer fodifmdici. | sistemi di membrana piu largamente
utilizzati a questo scopo sono i liposomi, ves@csfieriche il cui diametro varia fra 50 e 250 nm a
seconda delle tecniche usate per la preparazione.

Le proteine di trasporto vengono inserite nel lalayfosfolipidico, formando i
proteoliposomi, con varie strategie che prevedamb,esempio, I'eliminazione del detergente
utilizzato per la solubilizzazione della proteinalld membrane cellulari, oppure il Freeze-Thaw-

Sonication, congelamento rapido, scongelamento lergonicazione (Kramer et al 1986; Palmieri
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et al 1995). Fra le tecniche basate sulla rimozawialetergente ricordiamo la diluizione, la dialis
'adsorbimento su particolari resine idrofobichd. trasporto viene, quindi, seguito nei
proteoliposomi, analogamente a quanto detto pesterai cellulari, utilizzando molecole marcate
con radioisotopi o sonde fluorescenti. Nei profgamdiomi € possibile studiare il trasporto in assenza
di interferenze che, nel mitocondrio intatto o eetiellule, sono causate dalla presenza di altri
sistemi di trasporto, da enzimi che metabolizzaman generale, modificano i substrati, e da
interazioni tra i sistemi di trasporto ed altretpioe | vantaggi che il sistema ricostituito prdaen
SONO nUMerosi.

Ad esempio, utilizzando il metodo della ricostiuze, si ha la possibilita di controllare le
condizioni sperimentali nel compartimento interre proteoliposomi, cio consente di determinare
I'affinita della porzione intra-liposomiale dellagteina per il substrato; &€ possibile inoltre shneli
I'effetto di varie molecole su entrambi i lati dproteoliposomi oltre che studiare il tempo di
raggiungimento dell’equilibrio da parte delle malkxradioattive. Il basso rapporto proteina/lipidi
(una o poche proteine per liposoma), permette ughame risoluzione della cinetica del trasporto.

Attraverso l'utilizzo di questa tecnica € anchegioige modificare la composizione lipidica
della membrana dei liposomi che in molti casi iaflaa l'attivita di trasporto delle proteine
(Sharom 1997). La ricostituzione nei liposomi € weenica che puo essere utilizzata sia per lo
studio delle proprieta funzionali di proteine digporto estratte dalla propria membrana nativa, sia
per lo studio di proteine over- espresse, ad esengiibatteri (Indiveri et al. 1998) (qu&li coli) o

nei lieviti (Kasahara et al 1996).

-1.6- APPROCCIO BIOINFORMATICO NELLO STUDIO DEI SISTEMI DI TRASPORTO

Il numero delle proteine di trasporto presenti sitemi cellulari, sia procariotici che
eucariotici, € in continuo aggiornamento in seguaocompletamento di un numero sempre

maggiore di progetti genoma, fra cui quello umdhsequenziamento dei genomi ha rivelato che i
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sistemi di trasporto in un organismo sono piu nusiedi quanto si fosse ipotizzato. Fino a non
molto tempo fa, si riteneva che, piccole molecalalg'acqua o I'urea entrassero o effluisseroedall
cellule mediante diffusione passiva. L'identificarm di specifici geni ha rivelato che esistono
sistemi, come quello dell'acquaporina, che permettd passaggio dellacqua attraverso le
membrana ad una velocita sufficiente per soddidaesigenze vitali delle cellule. Dall'analisi dei
genomi, mediante approcci bioinformatici, si pudame che inHomo sapiens vi € un numero di
sistemi di trasporto pari a 1022 di cui: 139 ATPeatidenti, 391 canali ionici, 447 trasportatori
secondari e 40 sistemi non classificati Alrabidopsis thaliana vi sono 1210 sistemi di trasporto di
cui: 240 ATP dipendenti, 149 canali, 769 trasporiasecondari e 54 sistemi non classificati. In
Saccharomyces cerevisiae vi sono circa 318 proteine responsabili del traspali substrati: 70
sistemi ATP dipendenti, 20 canali, 225 trasporiadecondari e 1 sistema non classificato. In un
batterio come Escherichia coli ci sono circa 383 sistemi di trasporto: 33 fosfosferasi, 241
trasportatori secondari, 14 canali, 90 sistemi Adiipendenti e 2 sistemi non classificati
(www.membranetransport.org). Questi dati indicahe & comunicazione cellulare € molto piu
rilevante di quanto si credesse in passato. Cidata un notevole stimolo ad affrontare lo studio

dei sistemi di trasporto di membrana.

-1.7- ESPRESSIONE ETEROLOGA DI SISTEMI DI TRASPORTO DI MEMBRANA

Lo studio dei sistemi di trasporto di membrana raithto dalla necessita di ottenere
membrane native in cui studiare il trasporto o strare le proteine dalle membrane native per
ricostituirle in sistemi artificiali. Il limite pncipale di tali tecniche sperimentali € costituito,
principalmente, dalla scarsa rappresentativitasgemi di trasporto di interesse nelle cellulese n

tessuti di partenza. La limitazione nella quarditproteina é particolarmente svantaggiosa, inpltre

nei casi in cui si vogliano intraprendere studiipld strutturale; in tali condizioni, € necessario
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disporre di grandi quantita di proteina purificat@uesti problemi potrebbero essere risolti
ricorrendo all'espressione delle proteine in sistattulari di vario tipo.

L'espressione eterologa in batteri consente dneteequantita di proteine molto piu grandi
rispetto all'espressione in sistemi cellulari eiatan, quali oociti e lieviti.

Nel caso dei sistemi eucariotici sono stati ottetivelli di espressione di proteine di
membrana plasmatica appena sufficienti per studiam@asporto negli stessi sistemi cellulari in
grado di trasferire le proteine espresse in mensbpdesmatica (Hruz et al 2000; Rogers et al 2003;
Hosoyamada et al 2004). In questi casi I'attivitatrdsporto viene quantificata per sottrazione
rispetto a quella misurata nelle cellule di coitrahe non esprimono le specifiche proteine.

Ovviamente tali metodi non sono esenti da errosiutioad interferenze da parte di altri
trasportatori, o ad eventuali modifiche nel patteroteico dei trasportatori endogeni di membrana,
che potrebbe essere alterato dall'induzione desléssione eterologa. Inoltre questi sistemi di
espressione non consentono di ottenere proteigeantita sufficienti per studi di tipo strutturale.

Risulta evidente, quindi, I'importanza della messgunto di protocolli di espressione
eterologa di trasportatori eucariotici, in batte®istemi di questo tipo sono stati realizzati per
I'espressione di proteine di trasporto mitocondrialece vi sono pochissimi esempi di espressione
in batteri di sistemi eucariotici di membrana plasca. Un esempio e 'over-espressione del co-
trasportatore umano Nglucosio (hSGLT1) (Quick et al. 2003) e del trasatmre umano OCTN1
(Galluccio et al 2009)

Il sistema cellulare d’elezionerappresentato dg. coli, in cui € possibile ottenere grandi
guantita di proteina generalmente a basso cosito tethpi brevi.

L’'espressione di proteine di membrana resta, tigtaproblematico a causa della loro
possibile tossicita per il batterio e dal fatto ehératta di proteine insolubili e che vengonoingiy
accumulate nei batteri come corpi di inclusioBecoli, inoltre, non e in grado di effettuare la N-

glicosilazione delle proteine espresse: cio poteatistituire un problema funzionale per i
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trasportatori che necessitano di tale modificazipost- trascrizionale. In letteratura, tuttavia, e
mostrato come la glicosilazione sia importante ma mdispensabile per il pieno svolgimento
dell’attivita di trasporto delle proteine di membaa(Tanaka et al 2004; Diop et al 2005; Straumann
et al 2006; Hayashi et al 2005; Asano et al 199ine et al 1994; Li et al 2004; Cai et al 2005).
Pertanto, I'over- espressioneHncoli resta il principale approccio sperimentale in grdd
fornire, rispetto ai sistemi cellulari eucariotiajuantita di proteina sensibilmente superiori;
consente, inoltre, di condurre studi di mutagesési diretta, valutando l'importanza e la funzione
di specifici residui amminoacidici nel processotmisporto o la loro collocazione nella struttura

tridimensionale della proteina.

-1.8- RELAZIONE FRA SISTEMI DI TRASPORTO DI MEMBRANA E PATOLOGIE UMANE

La dimostrazione dell'essenzialita dei sistemraporto per la vita della cellula e, quindi di
un intero organismo, & data in maniera inequivdeatall'identificazione di patologie genetiche o
acquisite, spesso gravi o addirittura incompatitalin la vita, causate da deficienze della funzione
dei sistemi di trasporto. Ad esempio, a livelloestinale e renale sono presenti dei sistemi di
trasporto di amminoacidi, con ampia specificit&ualbstrato. Mutazioni a carico dei geni codificanti
per tali trasportatori sono causa di patologie w&eno sotto il nome di amminoacidurie renali ed
intestinali. Si conoscono dieci difetti nel tragpodegli amminoacidi: cinque di essi (cistinuria,
malattia di Hartnup, imminoglicinuria, dibasicoamatiduria, dicarbossilicoamminoaciduria)
mostrano difetti legati al trasporto di amminoa@tiutturalmente correlati e implicano I'esistenza
di trasportatori specifici per gruppi di substratiestanti cinque (ipercistinuria, lisinuria, Witiuria,
malassorbimento di metionina, malassorbimentoipliafano) interessano il trasporto di un singolo
amminoacido e implicano I'esistenza di sistemirdsporto substrato-specifici (Palacin et al 2005).
Un altro esempio di patologie gravi, legate aiesigtdi trasporto, € dato da alterazioni del canale

del CI regolato dal’AMP ciclico, una mutazione del gerne codifica per questa proteina (CFTR)
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e responsabile dell’insorgenza della fibrosi cetiQuesti canali per il Ckono presenti nelle
membrane plasmatiche apicali delle cellule epitdaliagpolmoni, ghiandole sudoripare, pancreas ed
altri tessuti. Un aumento della concentrazioneAMP stimola il trasporto di ioni Clda parte di
gueste cellule negli individui normali, ma non neégtlividui affetti da fibrosi cistica che hannoain
proteina CFTR difettosa.

Esistono, inoltre, una serie di patologie assocaatealterazioni dei geni codificanti per i
trasportatori e gli enzimi del sistema delle caneit implicato nel’lomeostasi corporea di questa
molecola quali, ad esempio, la deficienza sistemi@arnitina. Quest’ultima puo essere classificata
in primaria e secondaria. Si tratta di due disarslistemici causati da specifiche mutazioni a @aric
dei geni codificanti per il trasportatore di mentaglasmatica (OCTN2) (Wang et al 1998; Wang
et al 1999) e per la traslocasi mitocondriale (khgzet al 1997). Nel caso della deficienza di
carnitina primaria, numerose sono le mutazioni tifieate responsabili di questa patologia
(Lahjouji et al 2001). Alcune di queste, comprermlanutazioni di senso che hanno differenti
fenotipi: totale perdita di uptake di carnitina app semplice riduzione del trasporto. La prima
categoria € associata, principalmente, ad encefatope problemi respiratori causati da
cardiomiopatia (R169W, G242V, R169Q); la secondavece caratterizzata dall'insorgenza del
diabete e della lipidemia (S467C), ipoglicemia ipetotica, coma (A301D).

Altre mutazioni (non senso) portano ad una ridugidei livelli di mMRNA maturo, motivo
per cui si hanno trasportatori non funzionali; il@@matologia che accompagna queste mutazioni &
caratterizzata da ipoglicemia, miopatia, debolezusscolare. In generale, la limitata capacita di
ossidare gli acidi grassi, conseguenza di un’atere a carico del trasportatore, soprattutto deran
un periodo di digiuno, determina effetti negativils funzioni muscolari e cardiache. In genere,
nella deficienza primaria, la sintomatologia € pdnzente controllabile previa assunzione di
carnitina. Per quanto riguarda la deficienza seaoad si tratta di una condizione patologica

associata ad alterazioni a carico del trasportatot@condriale (CACT). In questo caso viene ad
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essere alterata o interrottaflabssidazione mitocondriale, con conseguente deasticizione della
produzione di energia metabolica, sopratutto nescuoli La deficienza secondaria e quindi
generalmente letale, per cui € molto piu rara tispa quella primaria (Tein 2003; Longo et al
2006).

Alcune forme di deficienza sistemica di carnitinan@ di origine iatrogena, causate
dall'interazione di farmaci con i trasportatori oncgli enzimi che regolano il metabolismo della
carnitina. Tra questi sono clinicamente rilevaihtuai antibiotici quali 'emetina e I'acido pivalic
e un anticonvulsivo, I'acido valproico. L'uso pralyato di tali farmaci, soprattutto nei bambini,

puo condurre all'insorgenza di un deficit seconaldiicarnitina.

-1.9- 1L SISTEMA DELLA CARNITINA E SUA OMEOSTASI

La carnitina € una molecola chiave nell’ambito tliedsi processi cellulari, come dimostra
la sua presenza nei tessuti della maggior partle dglecie animali. Questa molecola svolge
funzioni essenziali per la cellula mediate dai comgnti del “sistema delle carnitine”: enzimi
distribuiti nel citosol ed in diversi organelli (tacondri, perossisomi, reticolo endoplasmico) e
sistemi di trasporto presenti nelle diverse memdbraellulari (plasmatica, mitocondriale, del
reticolo endoplasmico e nucleare) (Ramsay et &l12Reda et al. 2003; Foster 2004; Longo et al
2006). L’azione della carnitina & sicuramente ipdissabile per una serie di processi fisiologici
noti:

— Regolazione delle riserve intracellulari di CoAiadil- CoA e modulazione del rapporto tra
gueste due molecole in citosol, mitocondri, reticehdoplasmatico e perossisomi (Ramsay

et al. 2001; Biber 1988; Vaz et al 2002; Stephéers. 2007);

— [B-ossidazione in mitocondri (Ramsay et al 2001, Bre®83; Indiveri et al 1990; Peluso et

al 2000) e perossisomi (Westin et al 2008);
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— La riesterificazione del triacilglicerolo nel retio endoplasmico prima della secrezione
sottoforma di lipoproteine a densita molto bassa)M) (Gooding et al 2004; Tonazzi et al
2006);

- |l trasferimento di acetili o altri gruppi acili@ catena corta dai mitocondri durante il
metabolismo glucidico ( Bremer 1983; Peluso etl® Indiveri et al 1991 a, b, Eaton et al
2002);

— |l processo di detossificazione da metaboliti dirsw, da residui acilici tossici, da farmaci (e
il caso ad esempio dell’acido valproico, eliminadivello del tubulo prossimale renale
sottoforma di valproilcarnitina (Vaz et al 2002;aBs 2002, Pochini et al 2004; Ohnishi et al
2008).

L’espletamento di queste funzioni richiede chedanitina sia presente nei diversi distretti
cellulari mantenendo precise concentrazioni; nenméeri 'omeostasi della carnitina risulta dal
bilancio tra sintesi endogena, assorbimento imtakgi con la dieta, distribuzione ai tessuti,
escrezione e riassorbimento renale (Longo et ab;208z et al 2002; Tamai et al 2000; Rebouche
et al 2004). L'omeostasi della carnitina € garantidlla presenza di una complessa rete di enzimi e
di proteine di trasporto che, lavorando sinergicati@egarantiscono I'ingresso della carnitina nel
citosol, la sua distribuzione ai diversi distretellulari, il suo metabolismo ed efflusso. La
dimostrazione che la concentrazione di carnitifim@&mente regolata risiede nell'osservazione che
la somministrazione esogena non ne induce un ggtifo aumento, se non contemporaneamente
all'insulina. La concentrazione di carnitina nelrpm sembra essere correlata, inoltre, con la
prevalenza del metabolismo lipidico o di quelloaidlico nelle cellule in diverse condizioni sia
fisiologiche che patologiche (ischemia e cancroal¢@ni et al 2000; Simkhovich et al 1988;
Dambrova et al 2002). L&ossidazione nei mitocondri, per esempio, riforaismtero organismo
di energia solo in presenza di adeguate conceatriadi ossigeno, mentre il metabolismo glucidico,

seppur con minore efficienza, avviene anche quéndoncentrazione di ossigeno e bassa,
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convertendo il glucosio in lattato. E interessambéare, infatti, che le cellule tumorali dipendono
principalmente dal metabolismo glucidico anaerobimche in presenza di un apporto di ossigeno
normale (fenomeno noto come “Warburg effect”). Ti@leomeno e legato all’incremento della via
metabolica della glutamminolisi che consente l'atatrdella glutammina nel ciclo dell’acido citrico
comea- chetoglutarato; quest’ultimo viene convertitanialato e poi trasferito nel citosol mediante
lo shuttle malato- aspartato. Il malato diventasstato della malato deidrogenasi producendo
piruvato e, quindi, lattato. Attraverso questa fartronca del ciclo dell’acido citrico viene prodntt
nelle cellule cancerose, ATP in maniera anaeroleicagenerato NADPH necessario per la
biosintesi di acidi grassi e di colesterolo (Ganlapat al 2009). Un aumento della concentrazione
di carnitina facilita la produzione di energia niethca dall’ossidazione dei gruppi acilici e vice
versa una sua diminuzione potrebbe favorire il b@tamo del glucosio (Peluso et al 2000;
Calvani et al 2000).

L’importanza fisiologica della carnitina e stesttente correlata al Coenzima A (CoA) e agli
acili del CoA, la cui disponibilita, nei diversi ganelli intracellulari, € necessaria per lo
svolgimento di molte funzioni: gli acil-CoA a catemmedio-lunga sono indispensabili nei
mitocondri per la 3-ossidazione, per fornire ergergetabolica nei tessuti muscolari in particolare;
acil-CoA a catena corta sono necessari nel nuaedgretilazione degli istoni; acil-CoA a catena
molto lunga vengono ossidati nei perossisomi efilnen gli acil-CoA nel reticolo endoplasmico
servono per la sintesi delle VLDL.

Gli enzimi responsabili della sintesi degli acilAcono delle sintetasi ATP- dipendenti
localizzate prevalentemente nel citosol. Il paradodel CoA cellulare e che non puo attraversare
fisicamente le membrane cellulari, in quanto la st@ncentrazione all’interno di ogni
compartimento deve essere mantenuta costante. Pedblema viene risolto spostando

temporaneamente i gruppi acilici dal CoA ad unaewola navetta, la carnitina, formando acil-
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carnitina, secondo la seguente reazione catalizieatana classe di specifici isoenzimi, denominati

Carnitina- Acil Transferasi (CAT):

acil-CoA + L- carnitina=CoA + acil-L- carnitina

Tale composto temporaneo pud muoversi ed attravedigsamembrane; quindi i gruppi
acilici sono nuovamente trasferiti al CoA presemdé compartimento di arrivo. L’'omeostasi della
carnitina e, tuttavia, un processo molto piu corsgde del semplice mantenimento della sua
concentrazione costante; quest’'ultima, infatti,iavax seconda dei differenti tessuti. Nel plasma,
infatti, raggiunge valori di 40-9QM: nel muscolo scheletrico e circa 50 volte quelasmatica e
nei testicoli, dove raggiunge il valore massim@080 volte piu alta rispetto al plasma (Brass 2002;
Brass et al 2004). Risulta evidente, dunque, lirtgpwa rivestita dai sistemi di trasporto della
carnitina. Tra questi, particolarmente, quelli dembrana plasmatica renali ed intestinali: € qui,
infatti, che viene regolato I'assorbimento e I'eswone od il riassorbimento di tale molecola. Un
ruolo secondario € quello svolto dai trasportadbrnembrana degli organelli cellulari (mitocondri,
perossisomi e reticolo endoplasmico). L'importardiaquesti trasportatori € proporzionale al

volume di tali organelli rispetto al volume intrilaéare.

-1.10- IL TRASPORTATORE DELLA CARNITINA DEI MITOCONDRI

by

Il sistema della carnitina mitocondriale & costdudal carrier della carnitina e dalle
transferasi CPT | e Il (carnitina palmitoiltransdsr | e Il), rispettivamente localizzate sul lato
interno della membrana mitocondriale esterna (spaziermembrana) e sul lato interno della
membrana mitocondriale interna (matrice).

Nellambito di questo sistema €& noto il carrier ooiindriale che, diversamente dai

trasportatori di carnitina di membrana plasmaticatato ampiamente studiato e caratterizzato sia in
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mitocondri intatti che in sistemi ricostituiti (Inekri et al 1989, 1990, 1991a, b, 1995, 1997, 1998,
2002).

Il carrier mitocondriale della carnitina (CACT) appiene ad una famiglia di proteine
diversa da quella dei trasportatori di membranasrpédica; catalizza uno scambio 1:1 tra
acilcarnitina e carnitina, proveniente dalla marmitocondriale mediante CPT II. Il risultato di
qguesto antiport e che la carnitina viene solo scat@mbmentre i gruppi acilici vengono trasportati
dall’'esterno all'interno dei mitocondri. Il traspatore e cineticamente asimmetrico: la Km per la
carnitina nel versante citosolico € 1 mM, mentreligusul versante intra- mitocondriale (matrice)
10 mM.

Quest'ultima € piu alta della concentrazione meliiaarnitina all'interno del mitocondrio,
normalmente in equilibrio con quella citosolicatridsporto di carnitina dalla matrice mitocondriale
al citosol €, dunque, la tappa limitante per laltreazione degli acili e, quindi, di tutto il prese
della3- ossidazione. Il trasporto € inibito da reagestigtuppi sulfidrilici (-SH), come mersalyl ed
N-etilmaleimmide, e da analoghi del substrato comesulfobetaine. Il trasporto €, inoltre,
influenzato dalla presenza, nelle sistema ricastitali cardiolipina, un fosfolipidi costitutivaman
presente nella membrana mitocondriale interna (NO86; Indiveri 1990; 1998). Tale sistema di
trasporto € in grado di interagire con diversi costpfarmacologici, quali mildronato (Oppedisano
et al 2008) ed antibioti@-lattamici (Pochini et al 2008). L’interazione cibmildronato, analizzata
nel sistema dei proteoliposomi, risulta essergdi tovalente suggerendo che avviene direttamente
con il sito di legame per la carnitina; la Km efaiti, di 0.53 mM, molto simile a quella del
trasportatore per la carnitina (Indiveri et al 1p9iversa e invece quella sul versante interno
suggerendo che il mildronato puo essere ancheomasp ma solo dall'esterno all'interno del
mitocondrio in scambio con carnitina intra- mitodoale, causando una deplezione di tale

molecola e, quindi, una diminuzione del[&ossidazione con possibile cambiamento del

metabolismo cellulare da lipidico a glucidico. Qieegsservazioni possono spiegare gli effetti
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collaterali (cardiomiopatia e statosi) causati @abmministrazione di mildronato (Spaniol et al
2003; Zaugg et al 2003). Per quanto riguarda gicarpi 3-lattamici, le interazioni osservate hanno
permesso di raggiungere delle conclusioni rispaittorelazioni esistenti tra struttura del composto
e tipo di inibizione osservata.

Nel caso specifico del trasportatore mitocondridd#la carnitina sono stati descritti due
meccanismi inibitori, uno competitivo determinata shterazioni reversibili ed uno irreversibile
dovuto alla formazione di legami covalenti tradngposto analizzato e residui di cisteina presenti

nel trasportatore.

-1.11- 1L TRASPORTATORE DELLA CARNITINA DEL RETICOLO ENDOPLASMICO

Il reticolo endoplasmatico € una rete di membragpisterne che si estende dalla membrana
nucleare attraverso il citoplasma (Palade 1956l).E¥e avvengono tutti i processi di biosintesi dei
lipidi cellulari e delle proteine. Il trasporto #verso la membrana dellER puo riguardare import
/lexport di proteine o metaboliti. Il trafficking e proteine (processo di maturazione ed
inserimento delle proteine nella membrana) & statpiamente descritto; per quanto riguarda il
trasporto di metaboliti, invece, poco & noto (Rapbpt al 1996).

L'importanza del trasporto di carnitina nellER @llegata ai processi metabolici che
richiedono gli acil-CoA citosolici. Tra gli enzinehe richiedono tali tioesteri vanno annoverati: una
transferasi orientata verso la porzione intraluteir@involta nella sintesi di triacilglicerolo pler
produzione delle VLDL; una aciltransferasi interracil-CoA- colesterolo coinvolta nel
metabolismo del colesterolo; una carnitina acatiéferasi ed una carnitina palmitoiltransferasi
interne necessarie per l'acetilazione di compagtialuminali, I'allungamento di acidi grassi ed
altre funzioni importanti (Gooding et al 2005; Gabis et al 1992, Yang et al 1995; Broadway et al
1999; Gibbons et al 2000). Cosi, come in altri oadig la carnitina del reticolo endoplasmico, puo

anche svolgere un’importante funzione nel trasfenta di metaboliti fra il reticolo endoplasmico
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ed il citosol. Tuttavia, solo di recente, é statappsta I'esistenza di un sistema di trasportolger
carnitina (ERCT) sulla base di studi eseguiti corcrasomi intatti (Gooding et al 2004). La
dimostrazione definitiva che si tratta di un traspomediato da proteina e stata data dalla
ricostituzione del trasportatore nel sistema di imeme artificiali dei liposomi (Tonazzi et al 2006)
Questo approccio permette, anche, l'ulteriore ¢teniazazione del sistema di trasporto di
membrana a livello funzionale e rappresenta unadoétgia per esaminare l'attivita di trasporto
nelle frazioni di proteina purificata per studi moblari. Le proprieta funzionali descritte per tale
trasportatore sono differenti da quelle del trasgiore mitocondriale, in quanto ERCT presenta
caratteristiche piu simili a quelle di un poro @iveri et al 1991b; Pochini et al 2004). Gli studi
condotti sul trasportatore ricostituito hanno pesstedi determinare che esso catalizza una reazione
di uniport di primo ordine inibita da Hg&{van Iwaarden et al 1992) (mediante I'interazicoa i
gruppi SH) e PLD e DIDS (mediante interazione coasidui di lisina presenti nel trasportatore)
(Tonazzi et al 2005). Il trasportatore ricostityiiaoltre, catalizza un efflusso di carnitina dai
proteoliposomi stimolato dalla presenza, nel cotpanto esterno, di acilcarnitine a lunga catena.

La Km del trasportatore per la carnitina preseuntdéato esterno e circa 10.9 mM ( Ramsay 1994).

-1.12- L TASPORTATORE DELLA CARNITINA DEI PEROSSISOMI

| perossisomi contengono almeno 50 differenti enzine sono implicati in una pletora di
vie metaboliche, particolarmente in reazioni odsiga Differentemente dai mitocondri, tuttavia, i
perossisomi non possono ridurre completamentecli grassi fino ad unita singole di acetil- CoA,
ma semplicemente accorciarli. Poiché anche la mamabrdei perossisomi €& selettivamente
permeabile ai soluti, € necessario che siano ptiedieersi sistemi di trasporto. E stata dimostrata
la presenza di una transferasi per la carnitingporesabile del trasporto degli acil- CoA

parzialmente ossidati dall'interno del perissisoatecitosol per la conseguente ossidazione nel

mitocondrio. Le caratteristiche del traslocatoradclicarnitina perossisomale devono essere ancora
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ulteriormente investigate, ma si puo supporretaletrasportatore dovrebbe catalizzare un antiport

tra acil-carnitina e carnitina (Weibel et al 1969).

-1.13- LA FAMIGLIA OCTN (SLC22A): TRASPORTATORI DELLA CARNITINA DI

MEMBRANA PLASMATICA

| sistemi di trasporto di membrana plasmatica pegdrnitina e per i derivati della carnitina
appartengono alla famiglia degli OCTN (SLC22A). 8astate identificate, finora, tre isoforme
appartenenti a questa famiglia, note come OCTNITNICed OCTN3 (Tamai et al 1997, 1998,
2000). Queste traslocasi svolgono un ruolo molfoartante nel mantenimento del’'omeostasi della
carnitina nell’organismo. Il pool cellulare di cé&ma e solo in parte dovuto alla sintesi endogena
della molecola, che avviene nel fegato e non ecserfite al fabbisogno dell'organismo (Bieber et al
1988; Ramsay et al 2001; Vaz et al 2002). Una gaemmificativa di carnitina proviene, quindi,
dall'alimentazione: i processi di assorbimento assorbimento sono catalizzati nelle cellule
intestinali e renali da specifici trasportatori;datribuzione della carnitina ai vari tessuti ediata
dagli stessi trasportatori presenti nelle membudirgriasi tutte le cellule. Questi sistemi di traspo
sono, inoltre, coinvolti nel processo di escrezjama lume del tubulo renale, infatti, la carnitina
puo essere escreta come tale o essere utilizzata eettore di eliminazione di molecole di scarto
sottoforma di acilderivati. Ogni isoforma OCTN eépensabile dello svolgimento di una specifica
funzione, come suggerisce la diversa localizzazwme le tre isoforme hanno nei tessuti. Metodi
immunoistochimici hanno rivelato che OCTNL1 e 2 sarassimamente espressi nel rene, OCTN3 &
soprattutto espresso a livello testicolare (Tarhal 2000; Lahjouji et al 2001; Wu et al 1999).

Finora, studi funzionali sui sistemi di trasport@€ TN sono stati realizzati in vescicole di
brush border, in sistemi cellulari che over-espnimda proteina (Tamai et al 1998; Tamai et al
2000; Wu et al 1999; Lahjouji et al 2002; TamaakR001; Ohashi et al 1999; Stieger et al 1995;

Friedrich et al 2003; Ohashi et al 2001). e ndiesis di membrane artificiali dei proteoliposomi
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(Pochini et al 2004). E stato proposto che la fmateOCTN1 sia in grado di trasportare
tetraetilammonio (TEA) e, con minore affinita, déma (Tamai et al 1997). Il trasporto di carnitina
catalizzato da OCTN1 sembra esseré digendente, mentre quello di TEA Nimdipendente. In
realta studi piu recenti mostrerebbero che la sumibne principale sia quella di assorbire
ergotienina, non carnitina, dalla dieta (Grundemanal 2005; Grigat et al 2007; Nakamura et al
2008; Tahara et al 2009).

| dati presenti in letteratura rispetto ad OCTNfudrdano principalmente l'isoforma murina
(Tamai et 2000), che sarebbe responsabile del ar@spNa indipendente di carnitina,
principalmente nei testicoli (Tamai et al 2000, &uet al 2005, Kobayashi et al 2007, Alnouti et al
2006). Per quanto riguarda lisoforma umana nontaosancora identificato i cDNA ma
I'espressione della proteina é stata verificatdongperma. La localizzazione sub-cellulare resta,
tuttavia, ancora poco definita (Xuan et al 2003p#&yashi et al 2007): alcuni autori riportano la
presenza di OCTN3 nella membrana plasmatica. redtta membrana basolaterale dell’'intestino e
nella membrana di brush- border delle cellule riéhamai et al 2000, Duran et al 2005, Kobayashi
et al 2007). Esistono, infine, dati riguardantildaalizzazione nei perossisomi (Xuan et al 2003;
Lamhonwah et al 2003, 2005,2008).

Il ruolo fisiologico di OCTN3 sembra essere conelall'importanza della carnitina per lo
sviluppo e la maturazione degli spermatozoi (nsii¢eli infatti & presente una concentrazione di
carnitina 2000 volte maggiore di quella plasmat{@@)an et al 2003; Kobayashi et al 2007;Alnouti
et al 2006; Enomoto et al 2002; Jeulin et al 1996).

Questo, tuttavia, sembra essere in contrasto aordtanismo di trasporto Nandipendente
che non permetterebbe un accumulo di carnitinareogtadiente di concentrazione. E stato
proposto, quindi, che l'elevata concentrazione dinitina nei testicoli € garantita da altri
trasportatori, quali OCTN2 (Tamai et al 2000), menDCTN3 potrebbe giocare un ruolo nel

mediare il flusso della carnitina dalle cellulegistinali al sangue.
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Sono stati descritti, inoltre, i parametri cinetiper OCTN3: la Km per la carnitina &
compresa in un range tra 3 e @ (Tamai et al 2000; Xuan et al 2003; Lamhonwahalet
2003;Kobayashi et al 2007) ed il trasporto delésssh sembra essere inibito da alcuni suoi derivati

(acil-carnitina).

-1.14-|L SISTEMA DI TRASPORTO DI MEMBRANA PLASMATICA OCTN2

Il trasportatore OCTN2 é stato identificato peptana volta in HEK293 trasfettate con il
cDNA umano codificante per OCTN2 (Tamai et al 199B)gene OCTN2 localizzato sul
cromosoma 5g31 (sintenico con il cromosoma 11 roligncostituito da 10 esoni da cui origina un
trascritto di 3.5 Kb a cui corrisponde un prodgtoteico costituito da 557 amminoacidi. Tale
trasportatore condivide il 75,8% di omologia con T e presenta 12 probabili domini
transmembrana come risulta dallo studio del sudilpradropatico. Di questi 12 segmenti
transmembrana gli ultimi due, compresi tra il rasidn posizione 450 e I'estremita carbossi-
terminale, sembrano essere determinanti per ihasoimento e il trasporto di carnitina mentre i
cationi organici interagiscono con siti differenti.

Il loop posto tra len-eliche 10 e 11 possiede 5 residui di tirosina sbebrano essere il
punto di interazione degli ioni NaQuesta ipotesi & stata confermata da studi dageumesi sito
specifica che hanno dimostrato che due mutazicnrala E452K e Y449D riducono il trasporto di
carnitina e diminuiscono I'attivita stimolatriceld®dio nel trasporto della stessa.

Ulteriori studi sulla struttura hanno evidenziatwlire la presenza di tre siti di N-
glicosilazione, di sei siti di fosforilazione per proteina chinasi C, nonché una firma molecolare d
omologia a proteine di trasporto di zuccheri eadlaminio di legame ATP/GTP.

L’espressione di OCTN2 e stata valutata in différéessuti mediante northern blotting,
ibridizzazione in situ, western blotting e real@éifACR quantitativa. Il livello di espressione pltd a

e stato trovato in reni, fegato e muscolo scheketfOhashi et al 1999; Seth et al 1999; Wu et al
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1999; Tamai et al 2000;Wagner et al 2000; Wangl €080;). Gli studi condotti sui sistemi
cellulari hanno mostrato che OCTN2 trasporta ppalthente carnitina con valori di Km che vanno
da 8 a 87uM; i valori di Vmax sono ancora piu variabili a ca presumibilmente, delle
interferenze dovute alla presenza di altri trasgort. E stato dimostrato che OCTN2 pud
trasportare anche TEA (Tamai et al 2000), sebbementinore affinita rispetto a quella per la
carnitina; in particolare, sembra che esistano sitieper I'interazione con il TEA con diversa
affinita tra loro. Studi di inibizione reciprocaatiTEA e carnitina hanno condotto all'osservazione
che entrambi legano lo stesso sito o, al massio® sdi diversi tra loro ma molto vicini (Seth ét a
1999; Wu et al 1999; Tamai et al 2000). In sistealiulari € stato mostrato che OCTN2 catalizza
un co-trasporto di Na trans- stimolato dal precarico delle cellule cbnTEA. Le stesse
osservazioni sono state condotte in vescicole ukhprborder isolate e poi nel sistema ricostituito
dei liposomi.

Anche nel sistema ricostituito OCTNZ2 mostra le stesaratteristiche di quelle identificate
direttamente nelle cellule (Pochini et al 2004)mkccanismo di trasporto €, infatti, un cotrasporto
di carnitina e Nain scambio con carnitina o derivati della carrtispiegando il fenomeno della
trans- stimolazione osservato nei sistemi cellutdsitti. Il Na intraliposomale inibisce il trasporto
indicando una precisa specificita nell’attivaziatedla reazione vettoriale; inoltre, grazie al sizie
ricostituito, sono state descritte le caratterdmsgichimiche delle molecole che interagiscono o che
vengono trasportate da OCTN2: presenza di un gruapbossilico (infatti la colina non viene
trasportata) e presenza di un gruppo amminico stitsto dall’altro lato della molecola. La
distanza tra questi due gruppi principali deve esaémeno di cinque atomi di carbonio; infine la
presenza di un gruppo acilico esterificato conrupgo B-idrossilico della carnitina consente al
composto di interesse di interagire con OCTN2 sahaan problema.

Ottimizzando il sistema della ricostituzione di O, e stato possibile ottenere ulteriori

informazioni sull’attivita del trasportatore, qualil esempio la dipendenza dell’attivita di trasport
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dal pH. Il sistema OCTNZ2 mostra un optimum di aidivquando il pH raggiunge valori tra 5.5 e 6;
questo e in linea con le condizioni fisiologichel @entesto renale da cui e estratto per la
ricostituzione (Pochini et al 2004). Relativameatl® studio della Km esterna, I'impiego della
ricostituzione in liposomi ha permesso di ottenaabori simili o piu alti rispetto a quelli ricavati
mediante esperimenti su vescicole di brush-bosieni)i a quelli attenuti per OCTN2 overespresso,
e piu alti rispetto ai valori ottenuti da OCTN2 e=gs0 in differenti tipi cellulari.

Il valore della Km interna, calcolato nei proteoigomi, risulta essere di circa un ordine di
grandezza piu alto rispetto alla Km esterna modtvama asimmetria funzionale in accordo con la
presenza di un solo sito di legame per gli ionii@all versante esterno del trasportatore. Cio
conferma che l'orientamento della proteina nei gowbposomi € quello che si riscontra sulla
membrana delle cellule renali. Tale asimmetria gfermnata anche dall'impiego di molecole ad
azione inibitrice quali reagenti tiolici, MTSES, NMBET e p-CMBS, che sono stati aggiunti
all'esterno della membrana del liposoma. Infaitijbizione pud essere esercitata soltanto se quest
reagenti interagiscono con i quattro residui ditetig localizzati sulla porzione esterna della
proteina; gli altri tre residui sono invece presemw segmenti transmembrana e quindi sono non
accessibili da tali reagenti tiolici aggiunti aliterno dei proteoliposomi.

Tutti questi dati confermano il ruolo fisiologicoeldtrasportatore: esso risulta infatti
implicato nel riassorbimento della carnitina ddtfafiltrato renale, la quale viene trasportata in
scambio con prodotti che devono invece essereteatraverso le urine (Ramsay et al 2001; Reda
et al 2003; Foster et al 2004; Longo et al 200&pBr 1988; Vaz et al 2002).

Il sistema di scambio accoppiato al co- traspoitiNa® permette di evitare lo sbilancio
osmotico che ci sarebbe nel caso del solo co- draspli carnitina e Na E stata descritta,
recentemente, I'esistenza di una variante di OC&ditenente un’inserzione di 24 amminoacidi in
seguito a splicing alternativo. Tale forma (OCTN3JVE localizzata nellER e sembra essere

implicata nel trasporto di carnitina in tale contpaento (Maekawa et al 2007).
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Per quanto riguarda la regolazione dell’espressedella funzione di OCTNZ2, poche sono
le informazioni presenti in letteratura: & statmadstrato che la proteina PDZK1 stimola l'attivita d
trasporto mediante diretta interazione con la poriC-terminale di OCTNZ2 (Sugiura et al 2008;
Kato et al 2005). La cartregulina, una proteina log@ di OCTN2, ma non in grado di effettuare la
stessa attivita vettoriale, sembra essere respibmsdéll’attivazione della trascrizione di tale
trasportatore (Nagai et al 2006 a,b).

PPAR- a, infine, sembra essere correlato ad un aumento dell’espnessi OCTN2 nel
fegato, muscolo scheletrico ed enterociti; il ddodito, infatti, agonista di PPARx, induce un
aumento della concentrazione di carnitina in tasisuti (Weng et al 2010). L’'incremento della
stessa carnitina nel mezzo di coltura sembreretibvara la trascrizione del trasportatore OCTN2.
Si tratta, ovviamente, di dati preliminari ma cappresentano un punto iniziale nella comprensione
del ruolo svolto dalla carnitina nella regolaziodell’espressione dei sistemi di trasporto
responsabili del’omeostasi di tale molecola. lcuale cellule tumorali murine, infine, che mostrano
una down-regolazione di OCTN2, la presenza di taminel loro mezzo di coltura induce un

incremento della mortalita cellulare dovuta ad dapsip(Fan et al 2009).

-1.15- OCTNZ2ED INTERAZIONE CON FARMACI

Molti autori hanno riportato I'interazione di OCTN®n farmaci e xenobiotici, alcuni dei
quali vengono anche trasportati da tale molecotanposti testati sono molto diversi tra di loro a
testimonianza dell’ampio spettro di molecole chesomo essere riconosciute dal sito di legame di
OCTN2. Tra i farmaci testati nei diversi modelliesimentali sono da ricordare i farmaci
cardiovascolari, gli antibiotici, gli antivirali,ligantipsicotici, gli antitumorali e gli analoghietla
carnitina.

L’interazione dei farmaci cardiovascolari quali agamil, mildronato e spironolattone, con

OCTN2 é stata ampiamente documentata in cellukdettate con il cDNA codificante per tale
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trasportatore. In tale modello sperimentale e stiscritto come verapamil e spironolattone
esercitino un’inibizione mista, mentre il mildronatn’inibizione competitiva (Grube et al 2006).

E stato mostrato, inoltre, che I'antipsicotico $tde interagisca e venga trasportato da
OCTN2 nelle cellule intestinali umane, Caco-2 (\Watze et al 2002).

Oociti trasfettati con hOCTN2 mostrano trasportenatinib (Hu et al 2008), mentre molti
antibiotici 3- lattamici inibiscono il trasporto di carnitinatahzzato da OCTN2 (Kano et al 2009).

Misurazioni effettuate con HPLC hanno mostrato aohmdti di tali composti sono anche
trasportati da OCTNZ2, spiegando alcuni degli affedtlaterali dovuti a tali farmaci, assimilabili
alla deficienza di carnitina. Tali studi hanno fiboruna vasta panoramica sulle molecole in grado di
interagire con OCNT2 sebbene esistano molte diaomptra i dati riportati dai differenti gruppi
dovute, probabilmente, ai diversi modelli sperinadinitilizzati. | meccanismi inibitori, inoltre, mo
sono stati completamente chiariti a causa dell'issgalita di limitare le interferenze presenti nei
sistemi cellulari intatti. Tali problematiche poasoessere risolte utilizzando sistemi di membrane

artificiali in cui la proteina di interesse € prasisé completamente isolata dal contesto cellulare

(Indiveri et al 2010).

-1.16- IMPLI1CAZIONI DI OCTNZ2 NELLA CANCEROGENESI -

L'importanza rivestita dalle anomalie del metabwolis delle cellule tumorali & di grande
rilevanza perché la comprensione di tali fenonmrd dare indicazioni sui cambiamenti causati
dalla trasformazione cellulare o sulla possibilithe tali cambiamenti inducano essi stessi
carcinogenesi.

Il metabolismo delle cellule tumorali e, infattgratterizzato da:

— Incremento della glicolisi (Fujibayashi et al 19%8sociato alllaumento del trasporto di

glucosio (Dang et al 1997) e della gluconogenegn@lholm et al 1982);
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— Diminuzione dell'ossidazione del piruvato con autoedella produzione di acido lattico

(Mazurek et al 1997);

- Incremento dell’attivita degli enzimi della glutarmalisi (Wasa et al 1996) con alterazione

del metabolismo degli amminoacidi e delle protédeuba et al 1992);

— Incremento dell’attivita degli enzimi della via deentosi fosfato ( Boros et al 1998);

— Diminuzione dell'attivita dello shuttle malato- @asfato (Mazurek et al 1998);

— Incremento del turnover del glicerolo e degli agdissi (Shaw et al 1987);

— Riduzione dell’ossidazione degli acidi grassi (PBijus et al 1992; Ockner et al 1993).

Alla base della deregolazione del metabolismo igpichelle cellule tumorali sono presenti
anomalie dellattivita degli enzimi e delle proteimli trasporto del sistema delle carnitine, con
conseguente diminuzione deflaossidazione degli acidi grassi.

Alcuni farmaci chemioterapici contribuiscono, p&a@| alla disfunzione del sistema delle
carnitine anche nelle cellule dei tessuti normadili effetti sono perd controvertiti previa
somministrazione di carnitina esogena senza inflaennegativamente l'effetto antitumorale del
farmaco in questione.

Lo studio del metabolismo lipidico, dunque, € drtigalare interesse per analizzare le
modificazioni indotte direttamente o indirettamedé cancro sul network della carnitina.

Il possibile ruolo del sistema della carnitina hetluzione o nel peggioramento della
sindrome metabolica associata al cancro e stattiastuin differenti modelli sperimentali (Calvani
et al 1999) che hanno mostrato numerose anomali@ megolazione dell’espressione dei
componenti di tale sistema. In particolare rattilk#a256 con carcinosarcoma sono stati utilizzati
per lo studio degli enzimi CPTs in diversi tesstuitimorali e non, dimostrando come I'attivita delle
isoforme della Carnitina Palmitoil Transferasi Hsalterata dalla presenza del tumore e da alcuni

trattamenti farmacologici.
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In realtd pochi dati sono, finora, disponibili retfp all’alterazione dei trasportatori di
carnitina nelle cellule tumorali; studi di natugidemiologica hanno mostrato che il rapporto tra le
concentrazioni di carnitina libera e di esteri dedarnitina sembra modificato in pazienti affeti d
tumori rispetto ai controlli sani (Yazdanapanahlet997; Peluso et al 2000).

Di particolare interesse e, inoltre, I'interaziama i componenti del sistema delle carnitine
ed i farmaci chemioterapici comunemente utilizzata questi, quelli noti per alterare il normale
funzionamento del network della carnitina sono isptatino, il taxolo, lifosfammide, e
I'adriamicina.

Il cisplatino € una molecola inorganica, divales@ubile in acqua che causa, come effetto
collaterale, un aumento dell’escrezione renaleadedirnitina; cio € da considerarsi un marker
precoce dei danni sistemici causati dal cisplatiBerardi et al 1996; Haschke et al 2010). I
mancato riassorbimento renale di carnitina, anchguesto caso, puo indurre una sindrome da
deficienza di carnitina che aggrava lo stato dzfane metabolica dei pazienti affetti da tumore.

Il meccanismo mediante il quale il cisplatino induen aumento dell’escrezione renale di
carnitina € ancora sconosciuto; esistono, finomghprisultati sperimentali sull’interazione del
cisplatino con il sistema di trasporto OCTN2, iingipale trasportatore di carnitina presente a
livello renale. L'isoforma murina sembra essereliogpa nel mancato riassorbimento di carnitina
dall’'ultrafiltrato renale (Lancaster et al 2010)peyr quanto riguarda I'isoforma umana, alcuni studi
sembrano documentare una down-regolazione del der@CTN2 dovuta al trattamento con
cisplatino (Haschke et al 2010); non sembra, invede tale agente farmacologico sia da

considerarsi substrato del sistema di trasporto iIC(IYonezawa et 2006).
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-1.17- MODELLO SPERIMENTALE HPV PER LO STUDIO DELLA REGOLAZIONE DEL

PROMOTORE DI OCTNZ2

La famiglia dei papilloma virus umani (Human Papila Viruses) comprende piu di 100
tipi differenti che infettano, preferenzialmente, inucosa dei genitali, del tratto respiratorio
superiore e della pelle; consiste in un gruppoogmeo di virus a dsDNA incapsulati.

Un sottogruppo della famiglia degli HPVs mucosdktto ad alto rischio, € responsabile
approssimativamente del 5% di tutti i cancri umatie rappresentano un terzo di tutti i tumori
indotti da virus. E stato disegnato un albero fiogtico basato sulla sequenza della principale
proteina del capside L1 definendo i differenti gangi HPV ( de Villiers et al 2004). glenus alpha
comprende circa 30 tipi di HPV che infettano la wae del tratto genitale e diversi tipi cutanei
benigni, responsabili semplicemente della formazidnverruche della pelle. Il genus alpha ( HPV
mucosali) € diviso in due gruppi: “low risk” ( tcaui HPV 6 ed 11) ed *“high risk” ( HPV 16 e 18).
Il genus degli HPV beta, comprende alcuni tipi cutanei ossabili dell’insorgenza di Non
Melanoma Skin Cancer, particolarmente in pazieffétia da Epidermodysplasia verruciformis
(EV). Studi funzionali sulle proteine derivanti tespressione dei geni “early” di HPV hanno
mostrato che le oncoproteine E5, E6 ed E7 giocanwaolo importante nella carcinogenesi indotta
da tali virus. Entrambe queste proteine hanno gpato un certo numero di strategie per evadere
'immuno- sorveglianza permettendo la persistenzalesr e per alterare il ciclo cellulare ed il
controllo dell’apoptosi, facilitando 'accumulo danni e mutazioni al carico del DNA e, quindi, la
trasformazione cellulare ( zur Hausen 2002; Ghittbmal 2010).

Il genoma di tutti gli HPV consiste di un filamerdodouble stranded DNA di circa 8Kb e
codifica per circa 8 geni; sono identificabili deesgioni principali, una contenente i geni precoci
E1,E2,E3,E4,E5,E6 ed E7 (Early Genes) ed un’atirdenente i geni tardivi (Late Genes) L1 ed L2
codificanti per le proteine del capside maggior&)(k minore (L2). Il genoma di HPV presenta,

inoltre, una regione non codificante (LCR: Long @ohRegion) che comprende la maggior parte
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degli elementi regolatori implicati nella replicame e trascrizione del DNA virale. Le proteine
codificate dai geni E6 ed E7 sono altamente coaseriva quasi tutti i differenti HPV identificati
finora ( Chen et al 2007; Nobre e al 2009).

Gli studi funzionali sono stati condotti principante sui tipi mucosali 16 e 18 definiti
“high risk” in quanto correlati all'insorgenza darmcro alla cervice uterina; sono stati prodotti,
inoltre, dei vaccini diretti contro questi due tghiHPV.

HPV16 E6 €& una proteina di 151 amminoacidi, chesgm&a due motivi zinc finger
contenenti due cisteine (C-XX-C), conservate trdi tutipi di HPV. La principale e meglio
caratterizzata attivita di HPV16 E6 e la sua abitii indurre degradazione del tumor suppressor
p53, fattore di trascrizione responsabile dell'stwedel ciclo cellulare e, se necessario, dellaatr
delle cellule in apoptosi in seguito, ad esempida@ani sul DNA.

HPV16 E6 si lega, principalmente, al dominio LXXLhresente nella proteina E6AP
(Ubiquitin-ligasi 3); il complesso E6/E6AP interage fisicamente con p53, ubiquitinandolo e
dirigendolo al proteasoma dove viene degradato (fiasmo et al 2003). Considerata I'importante
funzione di p53 nel mantenimento dell’'integrita gnoa, le cellule infettate da HPV16 mostrano
una maggiore propensione all’accumulo di anomabenosomiche, incrementando la possibilita di
trasformazione tumorale. L’abilitd di degradaziatiep53 sembra essere una caratteristica della
proteina E6 dei tipi di HPV “high risk” (Sheffnet al 1993). La proteina E6 puo, inoltre, interferir
con il processo di differenziazione e progressidakciclo cellulare interagendo fisicamente con
p300 e CBP con conseguente alterazione della ragakadei geni target di p53 (Patel et al 1999).

HPV16 EG6 interagisce, infine, con differenti memdella famiglia delle guanilato ciclasi
associate a membrana (MAGUK), quali ad esempio hD&&ibble, MUPP1 e MAGI-3. Si tratta
di proteine implicate nel mantenimento della ptdariellulare e nella regolazione dei contatti
cellula- cellula. Le interazioni con HPV16 E6 avgeno mediante i domini PDZ delle MAGUK ed

I PDZ binding- motif su E6, con conseguente degremtee delle guanilato ciclasi associate a
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membrane. Tale fenomeno contribuisce alla perditéa ¢olarita cellulare e dei contatti cellula-
cellula, caratteristiche tipiche delle cellule famate.

Mutazioni a carico della proteina E6 di HPV 16 aelbna C- terminale, dove sono presenti
i PDZ binding motif, abolisce la capacita trasfonteadi tale proteina (Funke et al 2005).

HPV16 E6 riesce ad alterare il processo apoptdaioche in modo indipendente da p53,
degradando Bak mediante il proteasoma, in segditobéquitinilazione. La degradazione di Bak,
appartenente alla famiglia Bcl-2, impedisce l'atilone della cascata delle caspasi e, quindi, il
processo apoptotico conseguente a rilascio detromeo C mitocondriale (Jackson et al 2000).
IAP2 e survivina, normalmente target di RB-pathway (James et al 2006).

HPV16E6 é nota anche perché in grado di attivarteakcrizione del gene codificante per
hTERT (human TElomerase Reverse Transcriptasejellele somatiche sono caratterizzate da
un'attivita della telomerasi molto bassa: questallé base della senescenza cellulare, poiché ad
ogni ciclo replicativo i telomeri si accorciano.

Le cellule infettate da HPV16, al contrario, prdaan un’elevata attivita telomerasica
garantendogli una pressoché infinita capacita figraliivi (Bedard et al 2008).

La capacita di alterare il processo di differenmne dei cheratinociti € garantito, inoltre,
dall'interazione con il pathway di Notch. La fam&lNotch é costituita da geni codificanti per
recettori di membrana plasmatica implicati nelltedmainazione cellulare e nella differenziazione.

In cellule epiteliali primarie, un aumento delligita di Notch causa, normalmente, arresto
del ciclo cellulare e inizio della differenziaziongelle cellule infettate e trasformate da HPV16,
invece, la degradazione di p53 porta ad una dinnmezdell’attivita di Notch (Yugawa et al 2007).

Un altro dei prodotti dei geni precoci € 'oncomioa E7, in grado di interagire con le

proteine “pocket” pRb, pl107 e p130. Queste sondepre importanti nel controllo del ciclo
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cellulare, in quanto regolano negativamente I'aéidi differenti fattori di trascrizione quali la
famiglia E2F.

La fosforilazione di pRb dovuta alle chinasi cialidipendenti (CDK), in condizioni
normali, induce la degradazione dello stesso pRb conseguente attivazione dei fattori di
trascrizione della famiglia E2F. HPV16 E7 interagisisicamente con pRb mimando I'attivita delle
CDK e, quindi, con conseguente attivazione costaudi E2F. Tale fenomeno €, successivamente,
responsabile della trascrizione di geni (ciclin@dE) che consentono il passaggio delle cellule in
fase S del ciclo cellulare (Cobrinik 2005). Permoariguarda p130, questa esercita la sua funzione
regolatoria nella transizione GO0/G1, mentre plGatteza nella transizione G1/S ed in fase G2
(Hwang et al 2002).

E stato dimostrato, inoltre, che HPV16 E7 pud bBugee, direttamente, con E2F
indipendentemente da pRb, cosi come legarsi a pg27edegradandoli; cio neutralizza il loro
effetto inibitorio sulla progressione del ciclo loédre (Jones et al 1997). Va sottolineato che, a
livello strutturale, le proteine E7 di tutti i tipii HPV (“low” e “high risk”) possono interagire no
pRb, in quanto dotate del dominio di legame per PRECXE), ma l'affinita di tale legame varia
considerevolmente tra i vari tipi. Una carattecstcomune a quelli in grado di immortalizzare, in
vivo ed in vitro, € che in seguito ad interaziow® PRb, questa viene ubiquitinata e degradata dal
proteasoma,; tale fenomeno non é presente tra irikk¥ (Munger et al 1989).

L’alcalinizzazione €, infine, un altro dei meccamisalla base dell'immortalizzazione
cellulare indotta da E7; cio in conseguenza deillacdazione di NHE-1, trasportatore di membrana
plasmatica ubiquitariamente espresso, in gradmsportare Hall’'esterno della cellula in scambio
con Nd (Reshkin et al 2000).

Sebbene gli HPV High Risk siano inequivocabilmeassociati con la carcinogenesi, la
maggior parte delle infezioni resta asintomaticaloSpoche sono le donne che presentano

un’infezione persistente fino allo sviluppo dehceo alla cervice uterina. E stato dimostrato che
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HPV16 riesce a modulare la risposta immunitaria iataddalla famiglia dei recettori toll- like
(TLRs) considerati “sensori molecolari” dei patogen particolare, TLR9 e in grado di identificare
virus a dsDNA , come appunto HPV, e sembra essewe-tlegolato dalle oncoproteine virali E6 ed
E7 di HPV16 (Hasan et al 2007) .

L'utilizzo del modello sperimentale dei cheratirtoanfettati da HPV16 e utile nello studio
della regolazione dell’espressione genica: si drattfatti di cellule in cui, la presenza delle
oncoproteine virali E6 ed E7 crea precise e beatimizzate alterazioni molecolari principalmente
a carico di famiglie di fattori di trascrizione iigati nella regolazione di molte vie di traduziodie
segnali intra- cellulari.

La regolazione dei promotori dei geni codificangr p sistemi di trasporto della famiglia
OCTN e pressocché sconosciuta: i cheratinociti imaftiazati in seguito ad infezione da HPV sono
da considerarsi, quindi, un buon modello sperimenfzer verificare quali siano i fattori di
trascrizione in grado di stimolare o reprimere piessione di tali geni. Inoltre, in quanto linee
cellulari trasformate, sono utili nella valutaziashel'impatto sul metabolismo cellulare tumorale di

un’eventuale alterazione di sistemi di trasportcmdimbrana plasmatica.
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- 2.1- PREPARAZIONE DI VESCICOLE DI MEMBRANA DI BRUSH-BORDER DI
RENE DI RATTO

Da cinque ratti sacrificati, si prelevano i remgcidendo la pelliccia degli animali con un
taglio a “V” con le forbici (Biber et al 1981).

Da ciascun rene, con lausilio di un bisturi, sgliano delle sottili fettine della zona
corticale; da ogni rene si ottiene circa un grantinmateriale.

Dieci grammi di fettine di corteccia cosi ottenegngono messi in un becker contenente una
soluzione isotonica: il tampone T1 contenente gasoa 0.3 M, Tris/HCI
(Idrossimetilamminometano/HCIl) 12 mM (pH 7.4) ed EAG (Glicoletilene-bis(2-amminoetil)-
N,N,N’,N’-acido tetraacetico) 5 mM, alla temperatuli circa 0 °C.

Il saccarosio € necessario per evitare che cimsasbilanciamento di pressione osmotica e
quindi la lisi delle vescicole di membrana plasetper ingresso di acqua, il Tris/HCI pH 7.4
consente di mantenere il pH fisiologico (valoreHi al quale € mantenuta la funzionalita e lo stato
nativo delle proteine) ed, infine, 'TEGTA servelatare eventuali ioni, presenti nella soluzione.

Il tessuto viene ulteriormente tagliato con le forbin modo da ridurlo a pezzetti
piccolissimi, e lavato con la stessa soluzione aficarosio, in modo da eliminare la maggior
quantita possibile di sangue presente nel campione.

Al tessuto vengono quindi aggiunti 60 ml del tamgodrl diluito 1:5, ed il tutto viene
frullato per tre minuti. Il frullatore é costituitda un contenitore di vetro dalle pareti incavats
all'interno lame d’acciaio inclinate con diversigahi, per permettere la massima efficienza di
mescolamento del campione.

Al'omogenato cosi ottenuto (circa 80 ml) si aggjano 21 ml di MgCl 12 mM finale. Si
agita la sospensione e si lascia a riposo per boitimin ghiaccio a 4 °C. La funzione dellMg(?

quella di far precipitare i mitocondri ed i nuclei.
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Tutte le operazioni finora descritte vanno effdiguan camera fredda, in quanto molte
componenti cellulari sono termolabili e, di consexgra, le procedure di rottura delle cellule danno
risultati migliori se condotte a temperature bagseeralmente intorno a
4 °C.

Trascorsi i quindici minuti, 'omogenato viene sidslb equamente in sei provettoni da 250
ml che, inseriti in un apposito rotore da centréugna centrifuga eppendorf 5810R, con rotore F
34-6-38), vengono sottoposti ad un campo centrifagoispondente a 1600 g (4500 rpm) per
quindici minuti.

Questo metodo di centrifugazione differenziale sisé sulla differente velocita di
sedimentazione di particelle con diversa forma msii@, per cui 'omogenato di tessuto che deve
essere suddiviso nelle sue varie componenti, veaparato in un certo numero di frazioni per
centrifugazioni successive, aumentando gradualmgntampo centrifugo applicato. Per ogni
passaggio, il valore di campo centrifugo appliceitene scelto in modo da generare nel tempo
predeterminato, la sedimentazione di un particatareponente della miscela.

Il sedimento ottenuto da questa prima centrifugazicontiene globuli rossi, cellule intatte,
nuclei, frammenti di membrana cellulare, mitocorastrutture pesanti delle cellule; viceversa le
particelle piu leggere, tra cui le vescicole di nbeama di brush-border, vengono mantenute in
sospensione, cioe costituiscono il sovranatante.

Tale sovranatante viene versato in provettoni dar@bciascuno che, inseriti nell’apposito
rotore, vengono sottoposti ad un campo centrifuagaspondente a 12000 g per trenta minuti.

Il sovranatante ottenuto da questa nuova centiioge viene eliminato poiché, in questo
caso, contiene altri organelli e componenti cellula vescicole di brush-border, invece, si trawvan

nel pellet che, a questo punto, viene risospes@6anl del tampone T1 diluito 1:2.
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La sospensione viene omogeneizzata utilizzando estefio in teflon ad estremita
arrotondate del diametro di 2.5 cm, mosso a mahiatetno di un tubo di vetro della stessa
dimensione e forma del pestello.

Il tessuto € forzato a passare tra le pareti dab ti vetro, che viene mantenuto fermo,
mentre il pistone mobile ruota. Lo spazio libemitrpestello e la parete del tubo € mantenutaentr
dimensioni precise, di solito comprese fra 0.05 mr.5 mm, in modo da non distruggere gli
organuli intacellulari e le vescicole di membrana.

Le forze frizionali che si generano sono maggitla superficie del pestello e minori vicino
alle pareti del tubo e dipendono, anche se in raisunore, dalla velocita di rotazione del pestello.

Il tubo di vetro é tenuto immerso in ghiaccio dueait processo di omogeneizzazione, in
modo da limitare I'innalzamento della temperaturguendi, evitare la denaturazione delle proteine.
Allomogenato ottenuto si aggiunge la soluzionevidjiCl, 12 mM finale, e si lascia a riposo per
quindici minuti. Trascorso questo lasso di temgoirizio il processo di lavaggio, vale a dire che i
solubilizzato viene nuovamente suddiviso in tubcdatrifuga e sottoposto ad un campo centrifugo
corrispondente a 1600 g per quindici minuti. Quesitia si recupera il sovranatante, che viene
ulteriormente sottoposto ad un campo centrifugog@af000 g per trenta minuti.

Il pellet cosi ottenuto viene risospeso con 30 alladsoluzione T1 diluita 1:2, e sottoposto
ad un nuovo ciclo di omogeneizzazione, utilizzaigotter di vetro ed il pestello.

Il solubilizzato viene sottoposto per l'ultima velall'azione di un campo centrifugo di
12000 g per trenta minuti, trascorsi i quali, §n@ha il sovranatante e si recupera il pellet camll
di soluzione T1 (diluita 1:2). A questo punto lssgensione e suddivisa in aliquote dab0n
provette di tipo eppendorf.

Queste preparazioni vengono conservate a -20 °€heaper periodi lunghi di tempo, e

scongelate al momento della solubilizzazione.
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- 2.2- DETERMINAZIONE DELLA CONCENTRAZIONE DELLE PROTEINE NEI

BRUSH- BORDER -

La quantita di proteine presenti nelle preparazidinbrush-border, € determinata con il
metodo del reattivo del Biureto.

Tale reattivo & costituito da una soluzione al@aliin solfato di rame contenente tartrato di
sodio e potassio. Gli ioni rameici formano un coesgb di coordinazione con quattro gruppi -NH
presenti in altrettanti legami peptidici, sviluppanuna reazione colorimetrica che da un picco di
assorbanza alla lunghezza d’onda di 564 nm.

Il metodo, essendo basato sull'interazione deghi i@ameici con i legami peptidici, e
universale e molto riproducibile. Il principale swaggio e nella scarsa sensibilita, non
dimostrandosi adeguato nella misurazione di comaeioini inferiori a 1 mg/ml. Tale reattivo é
preparato sciogliendo 45 g di tartrato di sodi@&gsio in 200 ml di NaOH 0.2 M, in un pallone da
un litro; a questa soluzione si aggiungono 15 GasQeH,O e si agita bene fino ad ottenere una
soluzione omogenea.

Per il dosaggio delle proteine si preparano sohizamntenenti 1Qul di sospensione di
brush-border, 5@l di colato di sodio al 3%, 1 ml di reattivo deluBeto.

Le miscele cosi preparate, dopo agitazione, vengsoaldate a bagno-maria per 15 minuti,
al riparo dalla luce; a questo punto si legge basanza allo spettrofotometro alla lunghezza d’onda
di 564 nm, che & il valore al quale il complessoifato dalle proteine con lo ione Tin ambiente
alcalino, assorbe.

Utilizzando una scala di taratura ottenuta conevaancentrazioni note (comprese tra g2

e 4ug) di albumina di siero bovino, si risale alla centtazione incognita delle proteine.

-2.3- SOLUBILIZZAZIONE DEL TRASPORTATORE OCTNZ2

Il processo che precede la ricostituzione prende ndme di solubilizzazione.
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Le preparazioni di brush-border, conservate a Q0n°aliquote da 5@l, vengono scongelate e
mantenute in ghiaccio ad una temperatura di 4 °C.

Ad esse vengono aggiunti 80di Cy5Eg al 3%; questa operazione deve essere molto rapida
in modo da evitare qualsiasi processo di denatomazi

Il C12Es (dodeciloctaossietilenetere) € un detergente ramco, ossia una molecola
anfipatica, formata nella sua struttura lineare,uda testa polare costituita da un polietere che
prende contatto con 'ambiente e le porzioni idictiie della proteina di membrana, ed una coda
idrofoba che interagisce con la porzione lipofila traslocatore.

Il processo di solubilizzazione porta alla fornwema di micelle costituite dal detergente e
dalla proteina che, in questo modo, resta in soheinella sua conformazione nativa, anche dopo
estrazione dalla membrana plasmatica. La sospengimpo agitazione su vortex, viene sottoposta
per 5 minuti all'azione di un campo centrifugo @06 g.

Prelevato il sovranatante, si procede alla ricastine

- 2.4- DETERMINAZIONE DELLA CONCENTRAZIONE DELLE PROTEINE NEI

CAMPIONI

La concentrazione delle proteine presenti nei canipimisurata dopo la solubilizzazione, e
determinata con il metodo del Lowry (Folin-Ciocalt.

Il gruppo fenolico dei residui tirosinici di unaqgteina, quando reagisce con il reattivo di
Folin-Ciocalteau, sviluppa una reazione colorineatricon un picco di assorbimento ad una
lunghezza d’onda di circa 660 nm. Questo reattifmr@ato da una miscela di tungstato, molibdato
e fosfato di sodio.

Questo metodo e sensibile fino a concentrazionl@ug/ml ed e probabilmente il piu

diffuso, malgrado sia un metodo soggetto ad intenfee da parte di alcune sostanze come Tris,
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tamponi dipolari quali Pipes ed Hepes, ed EDTAchiede un tempo di incubazione preciso per
avere dati riproducibili.

La reazione, inoltre, dipende dal pH ed e indispbibs avere un pH compreso tra 10.0 e
10.5. Il principio su cui si basa il saggio si pessa la produzione di ioni rameici, che riducoho i
reattivo di Folin-Ciocalteau.

La soluzione di Lowry (Folin- Ciocalteau) € costiuda una miscela contenente:

- 6.6 mldiNaCGO; al 2% in NaOH 0.1 M;

0.075 ml di tartrato di sodio e potassio all’1%;

0.075 ml di CuS@» 5H,0 allo 0.5%;

0.75 ml di SDS al 10%.

La proteina solubilizzata ingEg al 2% oppure in un tampone contenente solfatadios
20 mM, Pipes 10 mM e Triton X 100 al 3% (TNS), \eafiluita di 10 volte.

Da questa soluzione si preparano tre prove da B ul e 40ul. A queste prove si aggiunge
H.0O, fino ad un volume finale di 54.

Importante e anche preparare una prova di contimoléai non viene messa la proteina, ma
solo 50l del detergente usato per la solubilizzazionequesto modo sara possibile valutare
I'assorbanza del detergente e quindi sottrarretquesore all’assorbanza ottenuta dall’analisi dei
singoli campioni in cui sono presenti sia protathe detergente.

Ad ogni prova si aggiunge prima 1 ml del reattiva dowry, si attende per 15 minuti e
successivamente si aggiungono 10del reattivo di Folin (1 Folin : 2 D). Si attende per altri 30
minuti, facendo avvenire la reazione al buio, ethensi legge I'assorbanza di ogni prova allo
spettrofotometro alla lunghezza d’onda di 546 nm.

Tramite una scala di taratura, ottenuta con vasigcentrazioni note di proteina standard,

generalmente albumina bovina sierica, si risake @hcentrazione incognita della proteina.
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- 2.5- PREPARAZIONE DEI L1POSOMI -

| liposomi vengono preparati solubilizzando 1 g fdsfolipidi (Fluka), parzialmente
purificato e contenente il 60% did-fosfatidilcolina, in 10 ml di acqua all'interno din becker.

La sospensione ottenuta viene sottoposta ad uazgite costante per circa 2 ore in camera
fredda, ad una temperatura di 4 °C, in modo dataitiomogenea e facilitare, quindi, le successive
fasi ricostitutive.

Alla fine di questa procedura, si preparano aligutitcirca 1 ml in provette tipo eppendorf
conservate a -20 °C, per evitare che i fosfolipielidano le loro caratteristiche chimiche alterando
le successive fasi di ricostituzione della proteina

La sospensione di fosfolipidi, al momento dell'iztio, viene scongelata lentamente a
temperatura ambiente e sonicata con un sonicataaesBn alla potenza di 40 watt, a 0°C (in
quanto la sonicazione sprigiona calore che potrelteeare i fosfolipidi), per 2 minuti in “pulse’id
0.3 s con intervalli di 0.7 s.

La sonicazione € un processo che sfrutta gli wibasper creare, in pochi minuti, liposomi
unilamellari, a partire dalle strutture multilanallin cui sono associati i fosfolipidi. Questiiait,
infatti, in ambiente acquoso, si assemblano spearaente a formare delle vescicole sferiche,
energeticamente stabili, dette liposomi con un éitanmedio di circa 50 nm, benché presentino
dimensioni varie.

Si tratta di sistemi artificiali molto simili allenembrane biologiche che, come queste,
presentano una membrana costituita da un doppatostosfolipidico. Le teste polari idrofiliche
sporgono, quindi, sia verso il mezzo acquoso estarne verso il compartimento interno,
instaurando legami a idrogeno con le molecole quac

Le code lipidiche, al contrario, interagiscono to@o nel bilayer, mediante interazioni

idrofobiche non covalenti.
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- 2.6- INCORPORAZIONE DELLA PROTEINA NEI LIPOSOMI: RICOSTITUZIONE -

Una volta che la proteina e solubilizzata, deveeresserita nelle membrane liposomiali,
dove potra essere studiata.

Il processo di incorporazione nei liposomi delletpme solubilizzate prende il nome di
ricostituzione. Cio significa che la proteina veimmaerita all'interno della membrana dei liposomi,
in maniera tale da ripristinare 'ambiente in ces& normalmente si trova, cosi da riprodurre la sua
funzione fisiologica. In tale sistema artificialeé Isa il vantaggio di eliminare le interferenze
determinate da tutte le altre proteine di membramaguesti esperimenti, la ricostituzione viene
effettuata mediante il metodo della rimozione defledyente attraverso passaggi ripetuti su resina
idrofobica XAD-4 (Fluka) (Kramer et al 1986).

La procedura consiste nella rimozione del deteggala una miscela di micelle miste,
costituite essenzialmente da detergente, proteifiesfelipidi. Le micelle si formano perché i
detergenti, possedendo una porzione idrofilica @ parzione idrofobica, possono sostituirsi ai
fosfolipidi di membrana, intercalandosi fra le @ioe e questi ultimi, visto e considerato che si
tratta di molecole piccole e con ridotte teste pola

La composizione della miscela di partenza, in unwe totale di 70Ql e la seguente:

25 ul di proteina solubilizzata in GEg al 3%;

- 95ul di detergente GEg al 10%;

- 100yl di liposomi (10 mg di fosfolipidi);

- L- carnitina 10 mM (oppure come differentementectjmato nelle legende delle figure);

- Hepes/Tris 20 mM a pH 6.0;

- H.0 bidistillata degassata fino a raggiungere il wodudi 700ul.

Dopo adeguata agitazione su vortex, questa miscefe passata 15 volte attraverso una

colonna di resina XAD-4 pre-equilibrata con un tamg, la cui composizione e scelta in base a
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quella della miscela di partenza, in modo da bikmecla pressione osmotica, evitando la lisi dei
proteoliposomi e facilitando il corretto inserimertella proteina nella membrana artificiale.

Al termine dei 15 passaggi previsti per la ricestibne di OCTNZ2, il detergente é stato
allontanato e I'eluato contiene i liposomi con katpina incorporata in membrana (analogamente
alle situazioni native cellulari) e le altre sogtamella miscela al loro interno.

Tutte le operazioni sono effettuate a temperatarepeese fra i 20 °C e i 30 °C.

- 2.7- PREPARAZIONE DELLE COLONNE XAD-4

La resina amberlite XAD-4 (Fluka), utilizzata nefpaeparazione delle colonne XAD-4, é
idrofobica ed appartiene agli adsorbenti polisizienon polari. Questi ultimi sono particolarmente
usati per I'adsorbimento, dalle soluzioni acquaspostanze non polari 0 agenti tensioattivi.

La resina, usata per rimuovere detergenti non iiopresenta pori con diametro di circa 40
A. L’adsorbente & neutro, composto da un gran numlenaicrosfere altamente intrecciate, tali da
formare una struttura microreticolare che conferiatta resina un’elevata area superficiale e una
porosita abbastanza uniforme.

Prima di preparare le colonne XAD-4 per la cromedbg, la resina deve essere lavata per
quattro volte in volume di metanolo pari a circa dwlte quello della resina in modo da eliminare
I'aria presente nei pori della resina stessa, e rggmiacquata con acqua bidistillata fino alla
scomparsa del metanolo. Terminata la proceduravdiglgio la resina viene conservata, sempre in
acqua bidistillata, a 5 °C.

Per effettuare la cromatografia, vengono prepatetie piccole colonne di circa 0.5 x 3.6
cm, introducendo innanzitutto una piccola quarditavatta allo scopo di trattenere la resina, €he
aggiunta in quantita sufficiente a raggiungeret¢zza di 2.5 cm. La quantita di XAD-4 messa in
colonna e calcolata in rapporto alla quantita dedgente. Il rapporto XAD-4/detergente (m/m) é

uguale a 42.
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In tali condizioni sperimentali, la tecnica crowgtafica di adsorbimento, permette di
eliminare, dalla miscela di ricostituzione, il degente non ionico Eg in eccesso facilitando, al
contempo, il corretto inserimento della traslo@dkinterno della membrana artificiale.

La cromatografia per adsorbimento, prevede I'wdizli alcuni materiali solidi, noti nel loro
insieme con il nome di adsorbenti, i quali riescartoattenere alcune molecole sulla loro supetficie
discriminandole da altre. Si tratta di un proceske coinvolge forze di interazioni deboli, non
elettrostatiche, e che si verifica solo in corrisgenza di specifici siti di adsorbimento.

Il detergente GEg, eluendo piu volte in colonna (fino a 15 passaggl caso del
trasportatore OCTNZ2), instaura forze di interazianaggiori con la resina rispetto agli altri
componenti, per cui esso verra trattenuto dallarow.

Dopo 15 passaggi su colonna si effettua la stuzaadella colonna cromatografica con una

tettarella, ottenendo cosi proteoliposomi purificall detergente.

- 2.8- PREPARAZIONE DELLE COLONNE SEPHADEX G-75

Per separare delle molecole in base alle loro dsinan e forma, vengono sfruttate le
proprieta di “setaccio molecolare” di molti matéirfzorosi.

| materiali piu utilizzati a questo scopo sono daeimposti organici polimerici che
possiedono una rete tridimensionale di pori chefasste loro le proprieta di un gel. Per tale
motivo questo tipo di cromatografia prende il nangel-filtrazione.

Una colonna di particelle di gel o di granelli ditko poroso si trova in equilibrio con una
fase mobile, adatta per la separazione voluta.

Il principio su cui si basa questo processo e ikabme, in tempi diversi, delle sostanze
caricate in colonna, in funzione delle differernitnénsioni.

Le molecole piu grosse sono completamente eschigeodi e quindi passano attraverso gli

spazi interstiziali e compaiono per prime nelldétuale molecole piu piccole, invece, si

57



distribuiscono tra la fase mobile allinterno ed’esterno del setaccio molecolare e percio
transitano in colonna con una velocita inferiorelerdo quindi per ultime. Pertanto, i liposomi
vengono eluiti per primi proprio perché di dimemsionaggiori rispetto e tutte le molecole che
possono trovarsi al loro esterno.

| gel che vengono piu comunemente utilizzati soestr@ni con un certo numero di legami
crociati. Il destrano, presente in commercio comdme di Sephadex G-75, € un polisaccaride
costituito da unita di glucosio unite da legdi¥ii,6 glucosidici.

L’agente che determina la formazione dei legamcietoé I'epicloridrina. La Sephadex G-
75, stabile fino a pH 12 e altamente idrofila, & wasina secca, sotto forma di sferette, che una
volta “svellata” forma dei pori che permettono w&parazione molecolare compresa tra 3000 e
8000 Da.

La resina viene fatta svellare (“rigonfiare”) inqa@ bidistillata alla temperatura di circa 80
°C per tre ore. Successivamente al raffreddamergone degassata utilizzando una pompa da vuoto
ad acqua per circa un’ora.

Segue I'impaccamento della colonna, che vieneadima eseguito introducendo, in una
colonna di vetro presentante sul fondo un settcogwrin grado di trattenere la resina, la
sospensione precedentemente preparata, utilizzemdpre acqua degassata.

La colonna di vetro utilizzata ha un diametro dif0cm ed un’altezza di 15 cm); tale altezza
permette un’opportuna separazione dei proteoliposlantutte le molecole con dimensioni minori.

La colonna cosi preparata viene, quindi, pre-doaita attraverso due lavaggi con un
tampone contenente Hepes/Tris 20 mM a pH 6.0 eama&io ad una concentrazione
opportunamente scelta, in base a quelle dei ceatitdella miscela di ricostituzione.

Anche in questo caso, come per le colonne XAD-4uteione del tampone é quella di

equilibrare le pressioni osmotiche, ed evitaresiediei proteoliposomi.
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A guesto punto e possibile cromatografare i 55@ | Bdi eluato di proteoliposomi ottenuti
dalle XAD-4.

Onde evitare fenomeni di diffusione, si attende leheolonna vada a secco prima di eluirla
aggiungendo il tampone, goccia a goccia. Lungoolamma si viene, cosi, a formare una banda
compatta di proteoliposomi che, essendo visibgemette 'aggiunta di volumi sempre maggiori di
tampone. Nel momento in cui I'eluato si intorbidissi possono raccogliere fino a circa 0@
proteoliposomi, mentre i substrati posti all’esternhe interferirebbero con le misure di trasporto,
vengono trattenuti dalla resina e successivamdéinbénati attraverso una serie di lavaggi con acqua
bidistillata e degassata.

Questo stesso tipo di resina e usata per elimihatdstrato radioattivo che é rimasto fuori
dai liposomi al termine del trasporto. Queste coBephadex G-75 hanno dimensioni di 0.7 cm X
8 cm.

Quando la resina viene impaccata in esse, e imgertde il iempimento della colonna sia
uniforme, cioé non si devono creare degli stragcaditinui che potrebbero falsare i risultati. Per
ottenere cio, bisogna evitare che le colonne vadasexco prima che sia completato il iempimento
con la resina. Una volta pronte, si effettua unedspento di taratura, mediante il quale si
stabiliscono i volumi di tampone di NaCl 50 mM ddizzare come eluente.

Nell’esperimento di taratura la miscela di ricagtibne viene preparata come descritto in
precedenza, con I'eccezione dell'incorporaziondipesomi di*H-carnitina anziché fredda.

Il prodotto della ricostituzione viene passato auwblonna XAD-4 come in tutti gli altri
esperimenti.

Dopo aver tamponato le colonne in esame con NaCnBQ 100 ul di eluato XAD-4
vengono caricati su due colonne scelte come camapOmscuna di esse viene eluita con {00

NaCl 50 mM per trenta volte in maniera tale da ewsgnta prove per ogni colonna.
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Ad ogni passaggio si raccoglie I'eluato e ad ogeivp vengono aggiunti 3 ml di miscela
scintillante Pico-fluor 40 (PerkinElmer) che perteda lettura della radioattivita.

Perché le colonne siano funzionali, € necessamoilchubstrato radioattivo esterno (non
trasportato) ed i proteoliposomi con il radioattimberno, siano distanziati da 1-2 ml di eluato, in
modo che il segnale radioattivo letto dallo sciatire non derivi dall&H-carnitina esterna ai
proteoliposomi. Per ottenere questa condizionegdma deve raggiungere un’altezza di circa 8 cm
nella colonna.

| dati ottenuti, riportati in grafico, permettono stabilire le frazioni contenenti maggiori
radioattivita.

La conoscenza di tali dati permette di stabilireiumi di NaCl 50 mM con cui eluire la
colonna. Dal grafico sottostante si osserva chiami®00 ul eluiti non contengono radioattivita. Ne
consegue che i volumi di tampone da aggiungere cionoa per l'eluizione dei 10@l di
proteoliposomi, sono 10@, 200 ul, 200 ul e 400ul, che corrispondono nel loro insieme ai 900
da eliminare in quanto non contenenti radioattivita

Dal grafico si evince, ancora una volta, che ilcessivo millilitro di eluato corrisponde al
picco di radioattivita presente nei proteoliposompertanto, vengono effettuate due aggiunte
consecutive di 50@l di NaCl 50 mM. Chiaramente le varie aggiunte séaite ogni qualvolta le

colonne sono andate a secco, onde evitare fenandiffusione.
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Il grafico mostra, infine, che il millilitro seguemnon contiene radioattivita, ed € per questo
che successivamente all’eluizione dei proteolipasaiene effettuato un lavaggio con 1 ml di
NaCl 50 mM. Le colonne contengono per0 ancora ldioadtivita rimasta all’esterno dei
proteoliposomi dopo I'esperimento di trasporto,ngliivengono lavate con circa 3.5 ml di NaCl 50

mM.

-2.9- MISURA DI TRASPORTO DELL'UPTAKE DI SUBSTRATO RADIOATTIVO

NEI PROTEOLIPOSOMI

L’eluato torbido ottenuto dalle Sephadex G-75 eteoente i proteoliposomi, in seguito ad
agitazione su vortex allo scopo di omogenare lazsohe, viene suddiviso in aliquote di 14D
usate come campioni sui quali testare I'attivitérasporto.

Ad un campione di riferimento si aggiungono dlodi mersalyl 20uM che é la sostanza
utilizzata come “stop inhibitor” e 1@l di *H-carnitina alla concentrazione finale desiderata.
Tuttavia gli esperimenti di trasporto condotti irepenza di DTE extraliposomiale, non possono

essere inibiti con il mersalyl, quindi é stata imghta una miscela di Arginina 5mM e
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Tetraetilammonio 5 mM, poiché, come descritto iegadenza (Pochini et al 2004), sono due
molecole in grado di inibire il sistema di traspo@CTN2 estratto dalle vescicole di brush- border
di reni di ratto.

Si tratta di una prova di controllo, in cui inibieoe substrato radioattivo sono aggiunti
contemporaneamente al tempo zero. Il valore diomdtivita ottenuto da queste prove, indica la
quantita di substrato entrato nei proteoliposonti gEmplice diffusione ed €, quindi, il valore da
sottrarre ad ogni prova per ottenere esclusivami@ntgiantita di substrato trasportato in maniera
specifica dalla proteina.

Prima dell’aggiunta dell&H-carnitina ai campioni, i proteoliposomi vengonessi a
contatto, nel caso dei nostri esperimenti, con effag farmacologico omeprazolo alla
concentrazione di 3QM, in presenza o assenza dell'agente riducenteymgipi sulfidrilici DTE
alle concentrazioni indicate nelle leggende alturie. Per gli esperimenti di cinetica la velocita
iniziale del trasporto & stata misurata dopo 15 umnimli trasporto utilizzando due diverse
concentrazioni di omeprazolo in presenzafée 12uM ) ed assenza (42M e 24uM ) di DTE 5
mM.

Per gli esperimenti di efflusso i proteoliposomntanenti carnitina fredda 10 mM sono stati
passati attraverso una Sephadex G-75 in modo debviene il substrato esterno e, successivamente,
incubati con {H]carnitina 1pM per 90 minuti a 25°C. La radioatéivesterna in eccesso viene,
quindi, eliminata da un’ulteriore passaggio sutdone Sephadex G-75.

Il trasporto viene misurato in seguito allaggandi carnitina fredda, o omeprazolo,
all'esterno alle concentrazioni indicate nelle lexgde alle figure e stoppato come descritto in
precedenza. L’attivita di trasporto viene misuredane percentuale di radioattivita residua rispetto

al tempo 0.
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L'agente farmacologico omeprazolo e attivo prevrattamento acido: viene

solubilizzato in etanolo alla concentrazione dir@®l e poi diluito 10 volte in HCI 0.1 M (pH 1).
Dopo 15 minuti di incubazione il pH della soluzioriene portato a pH 6.0 usando Tris in polvere.

Sono stati condotti anche esperimenti utilizzandescicole di brush- border intatte
basandosi su una procedura gia utilizzata in pescaad (Ohnishi et al 2003). 10 di brush border
sono stai centrifugati per 5 minuti s 13000 x g°@.4Per equilibrare le vescicole con carnitina, il
pellet & stato risospeso con diadi un buffer contenente saccarosio 200 mM, Hepas/pH 6.0 12
mM, NaCl 50 mM e carnitina 2.5 mM. Dopo 60 minutiimcubazione in tale tampone, il trasporto
e stato misurato aggiungendo |9adi un buffer contenente saccarosio 200 mM, Hepes/pH 6.0
12 mM, NaCl 50 mM e carrier frei#i- carnitina in modo da raggiungere una concerdrazi’H-
carnitina di 0.25 mM.

Le operazioni finora elencate, vengono tutte aftdt alla temperatura di circa 25°C.

Immediatamente dopo la fine del trasporto, 1D@i ogni prova vengono cromatografati su
colonne Sephadex G-75, precedentemente tamponatbla®l 50 mM, in modo da rimuovere il
substrato radioattivo esterno, cioe la glutamminziata non trasportata, come descritto nel
paragrafo precedente.

| proteoliposomi eluiti, vengono raccolti in appgosontenitori, generalmente di polietilene,
chiamati “vial”, a cui si aggiungono 3 ml di misaecintillante Pico-fluor 40 (PerkinElmer).

Le vial vengono agitate ed inserite all’internosgeciali contenitori di polietilene, suddivisi
in una serie di piccoli scompartimenti chiamatikcaQuesti ultimi vengono identificati con un
opportuno programma relativo all'isotopo in ques#ioe collocati in contatore a scintillazione

liquida (Beckman LS-7500) per misurare la radie@tiin colpi al minuto (cpm).
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-2.10- MISURA DELLA RADIOATTIVITA' ENTRATA NEI PROTEOLIPOSOMI E

CALCOLODELL'ATTIVITA’ DI TRASPORTO

La radioattivita del campione e letta attraverso saintillatore in fase liquida (Beckman
LS-7500) ed € espressa in colpi per minuto (cpm).

Il campione & miscelato con una soluzione (codktdie contiene uno o piu scintillatori.
Questi contatori sono utilizzati soprattutto pesunare if-emettitori deboli, qualfH, **C e *s,
frequentemente usati in biologia.

Al campione da leggere vengono aggiunti 3 ml detigcela scintillante Pico-fluor 40
(PerkinElmer), costituita da idrocarburi aromatini grado di trasformare le radiaziofii in
fluorescenza. Il segnale di fluorescenza vieneripiato dai fotomoltiplicatori dello scintillatore
convertito in segnale elettrico che é quindi lattcpm.

| dati ottenuti vengono elaborati facendo la meatiacpm relativi ai campioni uguali, ed al
valore ottenuto si sottrae quello dei campioniférimento per ottenere il valore del trasportdeea

L’attivita di trasporto, espressa come nanomokulstrato trasportato per milligrammo di

proteine, nel tempo di incubazione, si ricava dsdiguente formula:
Attivita=cpm/ A.S. x mg di proteina
dove:
cpm e la radioattivita trovata all'interno dei proliposomi;
mg indica i milligrammi di proteina presenti nei caioni;

A.S. € I'attivita specifica, che si calcola secondodkzione:

Attivita specifica = radioattivita totale / nmoli di *H-glutammina
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dove:

radioattivita totale € il numero di colpi per minuto emessi dall@i soluzione di substrato
radioattivo diluiti con 3 ml di miscela scintillant

nmoli di substrato € il numero di nanomoli totali conie in 10ul della medesima soluzione

di substrato radioattivo, impegnate nelle reazébsicambio.
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-2.11- ELABORAZIONE DEI DATI SPERIMENTALI

| dati sperimentali che si ottengono dalle misurérasporto, devono essere interpolati in
equazioni appropriate ed elaborati con specifittnare.

Dopo aver calcolato le attivita, come descritto patagrafo precedente, i dati sono stati
elaborati al computer mediante un programma drpatezione non lineare (Grafit).

Per analizzare i vari aspetti funzionali e cinediel trasporto sono state utilizzate le seguenti

equazioni:
- Equazione di Michaelis-Menten:
V=[S /(Km+[S]) ¢ Vima
- Equazionedi Lineweaver-Burk, ovvero l'inverso dell'equazione di Michaelis-Men:
WV =Kn! (Vmax [S]) + 1V Ve
dove:

V = velocita iniziale del trasporto;
Vmax = velocita massima del trasporto;
Km = concentrazione di substrato ([S]) alla quale % ¥max

[S] = concentrazione di substrato.
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Equazione esponenziale di primo ordine per valutare il trasporto nel tempo:

y=A(1l-e™

dove:
t = tempo
k = costante di | ordine

A = radioattivita massima interna ai proteoliposaitiiequilibrio.

- Equazione IC s:

y = 100% / [1+ (x / 1C so)7]

dove:

s e un fattore di pendenza;

X rappresenta il valore di inibizione;

ICs0= indica la concentrazione di inibitore alla quigdtivita del trasportatore si riduce del 50%

Il parametro piu basso € 0 mentre quello piu alt@. Si assume che il valore di y diminuisca

allaumentare del valore di x.
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-2.12- ELETTROFORESI SU GEL DI AGAROSIO

| prodotti amplificati con le reazioni di PCR soatati analizzati mediante elettroforesi su
gel di agarosio. La concentrazione dell'agarosictaéta opportunamente scelta in base alla
lunghezza dei frammenti di DNA sintetizzati (0.8%). Per la preparazione del gel e come
tampone per la corsa elettroforetica, € stata iggbee una soluzione di TAE 1X (Tris-Acido
Acetico- EDTA).

Per evidenziare le molecole di DNA é stato aggiugtioio Bromuro alla concentrazione
finale di 0.5ug/ml. L' Etidio Bromuro si intercala tra le coppi basi del DNA rendendolo
fluorescente se esposto alla luce ultraviolettd.gBlidi agarosio viene caricata anche una miscela
di frammenti di DNA aventi lunghezze e concentrazioote (markers): confrontando la loro

posizione sul gel, al termine della corsa elett@tioa, con quella dei frammenti prodotti mediante

PCR, é possibile conoscere la grandezza di quiésti,ugeneralmente espressa in bp (paia di basi).

-2.13- PURIFICAZIONE DEI FRAMMENTI DI DNA DA GEL D' AGAROSIO

| frammenti di DNA separati mediante elettroforssigel di agarosio, sono stati purificati
tramite il "Wizard SV Gel and PCR Clean-Up Systaialla Promega.

Questo sistema € basato sulla capacita del DNAeghrsi a una membrana di silice in
presenza di sali caotropici. Dopo la corsa elaettedfca, € stata tagliata una fetta di gel, contane
il frammento da purificare, e stata pesata e sdat aggiunti, 10ul di “Membrane Binding
Solution™ (in dotazione del Kit) per ogni 10 mgfdammento di agarosio.

La miscela viene incubata a 65°C per 10 minutiristaldamento permette la completa
fusione dell'agarosio. Successivamente la miscetata trasferita su una colonna costituita da una
membrana di silice. Dopo I'incubazione di 1 minatdemperatura ambiente, durante il quale il
DNA aderisce alla resina la miscela € stata cergiaia per 1 minuto a 16000 x g e successivamente

e stata lavata due volte con una soluzione contereganolo. Infine, per permettere il distacco del
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DNA dalla resina, sono stati aggiunti 30di acqua. La “Membrane Binding Solution” contiene

Guanidinio isotiocianato 4.5 M e Acetato di potass5 M.

- 2.14- PURIFICAZIONE DEI FRAMMENTI DI DNA DOPO DIGESTIONE CON ENzIMI DI

RESTRIZIONE

Il cDNA di OCTN2 ed il vettore pET-41a(+) digeriton gli enzimi di restrizione BamHI e
Hindlll sono stati purificati con il kit “JetquicBpin Column Technique” (Genomed).

Questo sistema € basato sulla capacita del DNAeghrsi a una membrana di silice in
presenza di sali caotropici. Sono stati aggiundi diddi soluzione H1 (in dotazione col kit) per ogni
100 ul di prodotto di digestione e, la miscela e statesferita su una colonna costituita da una
membrana di silice su cui aderira il DNA duranteminuto di incubazione. A questo punto si
centrifuga per 1 minuto a 16000 x g e si proceds davaggio con la soluzione H2 contenente
etanolo. Si centrifuga due volte per eliminaresidai di etanolo e si eluisce con g8Ddi acqua il
cDNA di OCTN2 e con 2@l di acqua il vettore pET-41la(+) per permetterdigtacco del DNA
dalla resina.

La soluzione H1 contiene guanidinio idrocloruro, EHX) Tris/HCl isopropanolo. La

soluzione H2 contiene etanolo, NaCl, EDTA e TrisfHC

- 2.15- DETERMINAZIONE ED ANALISI DI SEQUENZE NUCLEOTIDICHE SECONDO IL

METODO DI SANGER M ODIFICATO

Con il metodo di Sanger modificato il flamento ANA da sequenziare, detto filamento
stampo, viene copiato utilizzando una DNA-polimer@dse agisce incorporando, nella catena di
DNA in allungamento, deossinucleotidi trifosfatN@Ps).

La sintesi del nuovo filamento di DNA comincia atpa da un primer oligonucleotidico

che riconosce in maniera specifica una determisat@enza di basi sullo stampo. La presenza in
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piccola quantita di un 2’, 3' —dideossinucleotide &ifosfato (ddNTP) nella miscela dei quattro
nucleotidi portera alla sua casuale incorporaziweika catena di DNA in allungamento.

Una volta incorporato nella catena, il dANTP pértatla terminazione I'estensione in
quanto il filamento neosintetizzato risultera pridell’'ossidrile in 3’ del dideossinucleotide,
necessario alla formazione del legame fosfodieste@n il successivo nucleotide. Inoltre, i
dideossinucleotidi utilizzati per il sequenziamerdei campioni di DNA, sono marcati con
fluorescenza.

Per ogni reazione e stata calcolata la concentrazottimale di DNA ed e stato seguito il
seguente protocollo:

0.2-1 ug DNA;

3.2 picomoli primer;

4 ul big dye solution *;

H20 fino ad un volume finale di 20 pl.

La Big dye solution * € una miscela di reazionetito$a da : Enzima Taq polimerasi e
miscela di nucleotidi fluorescenti del “Big Dye Tanator v1.1 Cycle Sequencing Kit ” della
Applied Biosystem.

Sono stati esequiti 25 cicli nelle seguenti corafizi

Denaturation Q6° 10 secondi
Annealing 50°C 5 secondi
Extension 72°C 4 minuti
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- 2.16- CLONAGGIO DEL GENE hOCTN2

L’'RNA totale é stato isolato da fibroblasti umani ¢oltura e in seguito retrotrascritto. Il
cDNA codificante per hOCTN2 ha una grandezza aiacit674 bp ed é stato amplificato usando i
primer forward e riverse sotto riportati:

5'- ATGCGGGACTACGACGAGGTGACCG-3'

5'- TTAGAAGGCTGTGCTTTTAAGGATT-3'

La correttezza della sequenza e stata verificatitibzando il sequenziatore automatico ABI 310
Applied Biosystem.

In seguito il cDNA e stato amplificato con altrirpers:

5'- GCGGATCCATGCGGGACTACGACGAG-3'
5'-CCCAAGCTTTTAGAAGGCTGTGCTTTT-3'
contenenti i siti di restrizione riconosciuti darid! e Hind III.

Il cDNA é stato clonato nel vettore di espressiped@4la(+) all'interno dei medesimi siti. Il
vettore ricombinante chiamato pET4la(+)-hOCTN2 ficali per una proteina di fusione
corrispondente al trasportatore hOCTN2 con tre eerg poste all'estremita N-terminale
codificanti per la proteina GST, una sequenzaidiiBine e una sequenza S-tag.

Seguendo un’altra strategia di clonaggio, il cDN#&rispondente alla proteina hOCTN2 &
stato clonato nel vettore di espressione pET2laét)siti riconosciuti dagli enzimi di restrizione
Ndel e Xhol, rimuovendo precedentemente il sito INudla posizione 1159 mediante mutagenesi
sito diretta. Sono stati utilizzati i seguenti peirs:

5'- TTGAAGTCCCAGCATACGTGTTGGCCT-3'
5'- AGGCCAACACGTATGCTGGGACTTCAA-3
che non comportano nessun cambiamento amminoacidico
In seguito il cDNA e stato amplificato utilizzandprimers:

5'-GGGAATTCCATATGAAAGACTACGACGAGGTG-3
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5'-CCGCTCGAGGAAGGCTGTGCTTTTAAGGAT-3

contenenti i siti riconosciuti dagli enzimi di regione.

-2.17- DIGESTIONE DEL CDNA DI OCTNZ2.

Il cDNA purificato e stato bi-digerito seguendoségguente protocollo per il clonaggio nel
vettore pET4l1la(+):
0.6 ug di DNA purificato;
3 ul di buffer di digestione di Bam HI* 10x;
2 ul di acqua;
1 pl di Bam HI (10ufl);
1 ul di Hind 111 (20uful);

per 5 ore e 30 minuti a 37°C;

Il cDNA purificato & stato digerito seguendo il segte protocollo per il clonaggio nel
vettore pET21a (+) :
0.5ug di DNA purificato;
2 ul di buffer di digestione di NEB4;
1 ul di Nde | (10ufl);
5.5ul di H20;
Per 5 ore a 37°C;
Dopo purificazione, il cDNA e stato poi mono-digersecondo il seguente protocollo:
0.45ug di DNA purificato;
2 ul di buffer di digestione R;
1 ul di Xho I(10uful);

6.5l di H20;
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Per 5 ore a 37°C

Il buffer di digestione NEB4 contiene: Acetato dita@ssio 50 mM, Tris-acetato 20 mM,
Magnesio acetato 10 mM, Ditiotreitolo 1 mM pH 7.9.

Il buffer di digestione R contiene: Tris/HCI 10 mpH 8.5, MgCI2 10 mM, KCI 100 mM,

BSA 0.1 mg/ml.

- 2.18- DIGESTIONE DEL pET-41a(+)

Per digerire il vettore e stato seguito il segugmegocollo:
1 ug di DNA di pET-41a(+);
2 ul di buffer di digestione di Bam HI* 10x;
15ul di acqua;
1 pl di Bam HI,
1 pl di Hind III;
5 ore e 30 minuti a 37°C;
*|| buffer di digestione di Bam HI 1X contiene: $fHCI 10 mM a pH 8, MgCI2 5 mM, KCI

100 mM, 2-mercaptoetanolo 1mM, Triton X-100 0.02¥4, mg/ml di BSA.

-2.19- DIGESTIONE DEL VETTORE PET 2la(+)

Il vettore di espressione € stato digerito segudrskguente protocollo:
1 ug di DNA pET 21a(+);
2 pl di buffer di digestione di NEB4;
1 ul di Nde | (10ufl);
6 pl di H20;

Per 5 ore a 37°C;
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Dopo purificazione, il cDNA e stato poi mono-digerisecondo il seguente
protocollo:
1 ug di DNA pET 21 a(+) monodigerito purificato;
2 ul di buffer di digestione R;
1 ul di Xho I(10uful);
6 pl di H20;
Per 5 ore a 37°C.
Il buffer di digestione NEB4 contiene: Acetato ditgssio 50 mM, Tris-acetato 20
mM, Magnesio acetato 10 mM, Ditiotreitolo 1 mM a @H9.
Il buffer di digestione R contiene: Tris/HCI 10 mpH 8.5, MgC} 10 mM, KCI

100 mM e BSA 0.1 mg/m.

-2.20- TRATTAMENTO DEL VETTORE CON FOSFATASI ALCALINA

Il vettore e sottoposto, dopo digestione, al tragtato con la fosfatasi per catalizzare nel
DNA l'idrolisi dei residui 5’-fosfato.

Per effettuare il trattamento con la “Calf Intestillkaline Phosphatase”della Fermentas é
stato seguito il seguente protocollo:
20 ul di DNA di vettore digerito
3 ul di buffer CIAP;
6 ul di H20;
1 ul di CIAP.

La miscela di reazione si lascia incubare a 37°CC 3@ e si blocca lasciandola a 85°C per

15’. Il buffer CIAP contiene: Tris-HCI 0.1 M a pH%, MgCI2 0.1 M.
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-2.21- LIGATION

Con questa tecnica € possibile inserire il frammedit DNA digerito nel vettore di
espressione grazie alle estremita coesive crefitedigestione con gli stessi enzimi di restrizione
Per facilitare la reazione di ligation € necessahe il rapporto tra vettore e frammento da
clonare al suo interno sia 1:3, 1:4. Il vettord fammento vengono incubati per cinque minuti a
temperatura ambiente:
150 ng di DNA digerito
50 ng di plasmide digerito e trattato con fosfatdsalina;
7.3ul di H20;
1 ul di T4 ligasi (0,2 U);
10 ul di buffer per la ligation.
Il buffer per la ligation contiene: Tris HCI 50 mMIgCIl2 10 mM, DTT (ditiotreitolo) 10
mM, ATP 1 mM, BSA 25.g/ml.
Al termine dell'incubazione cellule di E. Coli TGprecedentemente rese competenti,

vengono trasformate con la miscela di ligation.

-2.22- CELLULE COMPETENTI

Abbiamo reso competenti le cellule di E. Coli deppo TG1 utilizzando una variazione del
metodo di Cohen (Genetic transformation of Eschaiccoli by R-factor DNA, 1972). La
procedura € efficace per la maggior parte dei céppi Coli.

E’ stata prelevata una singola colonia da una f@iasintenente colonie cresciute per 16-20
ore a 37°C e trasferita in 50 ml di brodo LB. Ldtaa viene incubata per tre ore a 37°C sotto
vigorosa agitazione (300 cicli/minuto in un inculyat orbitante). Per un'efficiente trasformazione é

essenziale che il numero di cellule vive non eccHifacellule per ml. La crescita cellulare e stata
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monitorata misurando la D.O. a 600 nm, e a un eatompreso tra 0.4 — 0.6 le cellule sono state
trasferite in un tubo di polipropilene sterile dardl e conservate in ghiaccio per 30 minuti.

In seguito sono state sedimentate mediante cegerfane a 3600 x g per 10 minuti a 4°C.

Il sovranatante e stato decantato ed il pellespeso in 5 ml di CaCl2 50 mM e conservato
in ghiaccio per 30'. Le cellule sono poi state numente sedimentate mediante centrifugazione e

riprese in 2 ml di CaCl2 50 mM freddo.

-2.23 - TRASFORMAZIONE

La trasformazione € un processo in cui vengonoritngi plasmidi all'interno di cellule
batteriche, precedentemente rese competenti, @jwosdi far produrre loro un’elevata quantita del
DNA inserito. Normalmente il volume di DNA inseritton deve superare il 5% di quello delle
cellule. 5ul (ca. 50 ng) della miscela di ligation sono statubati in ghiaccio per 30’ con 1Q0 di
cellule competenti, quindi sottoposti ad uno shiecknico per 90 secondi a 42°C. Successivamente
alla miscela di reazione sono stati aggiunti {tD@i brodo LB ed il tutto e stato incubato a 37°€ p
1 ora. Le cellule che ospitano il plasmide sontest#ine selezionate su piastre contenenti LBy aga

1.5% e ampicillina 100 mg/ml.

-2.24- ESTRAZIONE DEL DNA MEDIANTE IL KIT QI APREP SPIN M INIPREP

La coltura, contenente la colonia cresciuta pel@2re a 37°C in 5 ml di brodo LB, viene
centrifugata e il pellet e risospeso con 2bdi buffer P1 (contenente RNasi A). A questo vengo
aggiunti 250 ul di buffer P2, contenente idrossido di sodio (NgOthe denatura il DNA
cromosomico, invertendo per 4-6 volte fin quandsdiizione non diviene limpida.

Si aggiungono successivamente 3b@di buffer N3 che contiene acido acetico e guamali

idrocloruro; immediatamente si inverte per 4-6 &dih quando la soluzione non diventa viscosa.
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Dopo centrifugazione per 10" a 16000 x g, si foroma pellet bianco e compatto; il
sovranatante si trasferisce su una QIlAprep Spinr@ole si centrifuga nuovamente a 16000 x g per
60".

Si procede col lavaggio della QlAprep Spin Coluntilizzando 500ul di buffer PB
(contenente isopropanolo e guanidinio idroclorusoientrifuga per 60 e si aggiungono 7&0di
buffer PE, che contiene etanolo. Si centrifuga anoente a 16000 x g per 60" e, successivamente,
per 1’ per eliminare tutto il buffer di lavaggio.

Si pone la QlAprep Column in una eppendorf da 1.8,nper eluire il DNA, si aggiungono
50 ul di buffer EB (10 mM Tris-HCI, pH 8.5) o di H20 réttamente al centro della colonnina.

Dopo 1’ a temperatura ambiente, si centrifuga per 1

- 2.25- ESPRESSIONE DELLA PROTEINA RICOMBINANTE GST-hOCTN2

Per ottenere I'espressione di hOCTN2-GST il cepgllulare E.coli Rosetta(DE3) pLysS é
stato trasformato con il costrutto pET41a(+)-hOCTN2diante il metodo del cloruro di calcio.

Per selezionare le colonie trasformate sono stidiezate piastre di LB agar contenenti 30
pug/mL di kanamicina e 3gg/mL di cloramfenicolo. Le cellule contenenti ibgimide sono state in
seguito inoculate in 100 ml di brodo 2X TY conteme® pg/mL di kanamicina e 3fig/mL di
cloramfenicolo e fatte crescere per tutta la nat@7°C in un incubatore rotante. Successivamente
50 mL di coltura cellulare sono stati diluiti in50L di brodo 2X TY fresco, addizionato con
sorbitolo 1M e betaina 2.5 mM per creare lo shogatico e, a meta della fase logaritmica della
crescita batterica, e stata indotta la sintesadaibteina ricombinante mediante I'aggiunta di IPTG

0.4 mM e la temperatura e stata portata 28°C.
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-2.26- ESPRESSIONE DELLA PROTEINA RICOMBINANTE hOCTN2(R2K)

Per ottenere I'espressione di hOCTN2 il ceppo @kuE.coli Rosetta(DE3) pLysS e stato
trasformato con il costrutto pET21a(+)-hOCTN2, naete il metodo del cloruro di calcio. Per
selezionare le colonie trasformate sono statezmdite piastre di LB agar contenenti J@9mL di
ampicillina e 34ug/mL di cloramfenicolo. Le cellule contenenti ilaginide sono state in seguito
inoculate in 100 ml di brodo 2x TY contenenti 19@/mL di ampicillina e 34pg/mL di
cloramfenicolo e fatte crescere per tutta la nat@/°C in un incubatore rotante. Successivamente
50 mL di coltura cellulare sono stati diluiti irb0L di brodo 2X TY fresco contenente gli antibiotic
e, a meta della fase logaritmica della crescitdeliaf, e stata indotta la sintesi della proteina

ricombinante mediante I'aggiunta di IPTG 0.1 mMagdmperatura e stata portata 28°C.

-2.27- ELETTROFORESI DI PROTEINE SU GEL DI POLIACRILAMMIDE IN SDS

La separazione delle proteine e effettuata medeeteroforesi su gel di poliacrilammide in
SDS (dodecilsolfato di sodio). E’ usato un sistemnaini gel le cui dimensioni sono 8 x 10 cm e lo
spessore € 0.75mm. La soluzione per la preparadieirgel di separazione al 12% é costituita da:
2.117 ml di acrilammide/bisacrilammide (acrilammg@9 e bisacrilammide 0.2%);
1.5 ml di Tris (trildrossimetilamminoetano)/HCI IM8a pH 8.8;
1.983 ml di H20;
0.05 ml di SDS al 10%.

La soluzione per la preparazione del gel di comegitine é costituita da:
0.2 ml di acrilammide/bisacrilammide (acrilammide®ae bisacrilammide 0.2%);
0.12 ml di Tris/HCI 0.6 M a pH 6.8;
0.85 ml di H20;

0.012 ml di SDS al 10%.
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TEMED (tetrametiletiiendiammina) (ful per il gel di separazione e 8l per il gel di
concentrazione) ed ammonio persolfato al 10%u{3%er il gel di separazione e 2b per il gel di
concentrazione) sono utilizzati come catalizzatetia reazione di polimerizzazione.

| campioni proteici sono solubilizzati con un tampocontenente Tris 10 mM, SDS 3.5%,
glicerolo al 10%pB-mercaptoetanolo o 1.4-ditioeritritolo 100 mM e blilboromofenolo allo 0.01% a
pH 6.8.

Il tampone di corsa contiene Tris 25 mM, glicind%, SDS allo 0.1% a pH 8.3.

La colorazione dei gel di poliacrilammide viene egtifiata con il metodo del blu di

Coomassie.

- 2.28-WESTERN BLOTTING ED I MMUNODECORAZIONE

Questa tecnica consente di trasferire le protegmarate su gel di poliacrilammide in
dodecilsolfato di sodio, ad una membrana di niliolmsa e successivamente evidenziare la
proteina di interesse utilizzando come sonda amticdiretti contro la proteina stessa. Il primo
passaggio consiste nel trasferire le proteine sépaul gel, su un foglio di nitrocellulosa. Peefa
questo il gel viene posto nel buffer di trasferimoere, dopo 15 minuti di incubazione, si
immergono nel medesimo buffer, la membrana dooéhlulosa e la carta da filtro. Trascorsi 15
minuti, si assembla un sandwich, costituito daacd# filtro, membrana di nitrocellulosa, gel, carta
da filtro e si pone nell’elettroblotting per 20 ratha 15 V. Successivamente la membrana e posta
per un’ora in un buffer di incubazione, dove vermgaggiunti 2 ml di albumina al 3% e I'anticorpo
primario, che si lega alla proteina contro cuimitio. Si procede, quindi, a 3-4 lavaggi di 10 ntiinu
con il tampone di lavaggio per eliminare I'anticorghe non si € legato.

Effettuati i lavaggi, la membrana di nitrocellulosa pone, per un’ora, nel tampone di
incubazione, contenente 2 ml di albumina all’1%c¢um viene aggiunto I'anticorpo secondario che

riconosce il frammento Fc dell’anticorpo primariperta legata la perossidasi. Successivamente si

79



effettuano altri 3-4 lavaggi con il tampone di lgg®. Nell'ultimo passaggio si pone la membrana
nella soluzione di sviluppo: la perossidasi, coatagall’anticorpo secondario, reagisce con il
perossido d’idrogeno (¥D,), presente in soluzione, liberandg, @he provoca l'ossidazione del
DAB (diaminobenzidina), il quale, ossidato, produgeprecipitato rosso scuro in corrispondenza
delle bande di interesse.

La reazione viene bloccata con I'aggiunta di aatjstllata.

Il tampone di trasferimento ( 900 ml dp® + 100 ml di metanolo ) € costituito da: Glicina
1.44%, Tris 0.3%, SDS 0.01 %.

Il tampone di lavaggio € costituito da: Tris 50 mNgCl 150 mM, pH 7.0

Il tampone di incubazione e costituito da: 50 miashpone di lavaggio e TWEEN 20 0.5%.

La soluzione di sviluppo e costituita da: 20 mlisT30 mM pH 7.5, una punta di spatola di

DAB e 2Qul H»0; 40 %.

- 2.29 -PURIFICAZIONE DELLA PROTEINA RiIcOMBINANTE hOCTN2-GST

La frazione insolubile del lisato cellulare indgt® stata incubata per 15 minuti con una
soluzione di DTE 100 mM e in seguito solubilizzaten un tampone contenente 3 M urea, 0.8% di
sarkosyl, 200 mM NacCl, 10 mM Tris/HCI pH 8.4 e gédngato a 12000 x g a 4°C. Il sovranatante
(Iml) & stato caricato su una colonna precedentenr@mpita con resina Profinity IMAC N
charged (0.5 cm di diametro, 2.5 cm di altezzeg;qmuilibrata con un tampone contenente 0.1 %
sarkosyl, 200 mM NaCl, 10 mM Tris/HCI| pH 8.4. L'éione € stata ottenuta in seguito all’
aggiunta di 3 mL di tampone contenente 0.1 % TrKet00, 200 mM NaCl, 5 mM DTE, 10 mM
Tris/HCI pH 8.4 e in seguito 3 ml dello stesso tamg contenente 50 mM imidazolo. Sono state

raccolte 12 frazioni cromatografiche e la protgnéficata e stata rilevata nella frazione 10.
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-2.30-PURIFICAZIONE DELLA PROTEINA RICOMBINANTE hOCTN2(R2K)

La frazione insolubile del lisato cellulare indgt® stata incubata per 15 minuti con una
soluzione di DTE 100 mM e in seguito solubilizzaten un tampone contenente 3 M urea, 0.8% di
sarkosyl, 200 mM NacCl, 10 mM Tris/HCI pH 8.0 e gé@ngato a 12000 x g a 4°C. Il sovranatante
(1ml) e stato caricato su una colonna precedenteEm@mpita con resina His-select Ni-chelating
affinity gel (0.5 cm di diametro, 2.5 cm di altexzpre-equilibrata con un tampone contenente 0.1
% sarkosyl, 200 mM NaCl, 10 mM Tris/HCI pH 8.0. Lizione e stata ottenuta in seguito all’
aggiunta di 3 mL di tampone contenente 0.1 % TrKet00, 200 mM NaCl, 5 mM DTE, 10 mM
Tris/HCI pH 8.0 ed in seguito 3 ml dello stesso pame contenente 50 mM imidazolo. Sono state

raccolte 15 frazioni cromatografiche e la protgnéficata e stata rilevata nella frazione 14.

-2.31- PRODUZIONE DI VETTORI RETROVIRALI E RETROTRASDUZIONE DI

CHERATINOCITI PRIMARI

L'approccio sperimentale utilizzato nella creasodi una linea cellulare in grado di
esprimere stabilmente le oncoproteine E6 ef E7 VIS consiste nell'infezione retrovirale. |l
DNA codificante per le proteine E6 ed E7 é statmato nel vettore retrovirale pLXSN (Clontech)
G418 resistente. Tale costrutto, insieme al pLXSN cdntrollo viene utilizzato per la
retrotrasfezione nelle cellule di packaging, Pheggellule utilizzate per la produzione di virus
anfotropici). La retrotrasfezione e effettuata, labloratorio di sicurezza L3, utilizzando il “Cal#*h
Mammalian transfection kit” (BD- Biosciences) sedornl seguente protocollo:

- Giorno O: piastrare le Phoenix in dishes con umeéiao di 10 cm in modo che
raggiungano una confluenza del 50- 70% il giorndadeasfezione;

- Giorno 1: TRASFEZIONE. La preparazione dei complessiene usando 10-1j5g
di DNA plasmidico, 62ul di CaCk 2M, H;O fino a 440ul e aggiungendo 500l di

HBS (2X). La funzione dellHBS insieme al Ca@ quella di creare pori nella
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membrana cellulare delle Phoenix e di veicolar®NA da trasfettare all’interno.
Prima dell’aggiunta dei complessi, le cellule vemggoste in 5 ml di mezzo di
coltura addizionato con Clorachina @M. La funzione della clorachina € quella di
degradare le DNAasi in modo da aumentare I'effizgedella retrotrasfezione e quindi
il titolo virale. La clorachina diventa, tuttaviggssica per le cellule; dopo 6/8 ore,
quindi, il mezzo deve essere cambiato e le celaviate due volte con PBS 1X.

Giorno 2: 24 ore dopo la trasfezione, il mezzo eeaikllule viene nuovamente
cambiato, senza effettuare il lavaggio in PBS.

Giorno 3: 48 ore dopo la trasfezione, il mezzodaliwra della cellule contiene il titolo
virale piu alto. In queste condizioni, quindi, iea@rzo viene raccolto, passato due volte
attraverso filtri 0.22uM ed usato per infettare i cheratinociti primarinkezione dei
cheratinociti primari viene effettuata, normalmerite flaconi di coltura da 25 ¢m
viene eliminato il mezzo di coltura dei cheratinbo@d aggiunta la sospensione
contenente il virus, addizionato di polibrenggbnl. La funzione del polibrene é
quella di facilitare I'adesione del virus alle menaue delle cellule e, quindi, di
aumentare l'efficienza di infezione. Dopo 3 orel'ddkezione il mezzo contenente il
virus viene sostituito con quello specifico peheratinociti.

Giorno 4: le cellule infettate vengono poste iregene con l'anitbiotico desiderato
(nel caso del pLXSN 0.5 mg di G418) per 5-6 giolm selezione consente di
identificare le cellule che, sopravvivendo al @atento antibiotico, risultano positive
allinfezione con le oncoproteine E6 ed E7. Quarldgontrollo non infettato e
completamente morto, si considera terminata lazgele e le cellule vengono poste

nel normale laboratorio di coltura cellulare (ligetli sicurezza L1).

82



La linea cellulare Phoenix (derivata dalle HEK 39Xresce in adesione e viene mantenuta
in coltura in un mezzo costituito da DMEM (DulbetscModified Eagle’s Medium) con glucosio
4.5 g/L, FCS 10%, Glutammina 1 mM ed antibioticniéélina/Streptomicina 1X.

| cheratinociti, provenienti da biopsie di prepuzimano, sono cellule che crescono in
adesione insieme a fibroblasti murini (NIH3T3), clansiderarsi un “sostegno” dei cheratinociti
stessi: ci0 consente di mimare le condizioni fegithe. Il mezzo di coltura e cosi costituito: un
quarto di DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Mediune quarti di Ham’s F12, FCS (Fetal Calf

Serum ) 2.5%, idrocortisone O/ml, tossina colerica 8.4 ng/ml, insulinaug/ml, adenina 24

Le cellule vengono tripsinizzate quando raggiungoricca, 1'80% di confluenza previa
rimozione dello strato di feeder mediante lavagma PBS-EDTA 0.02%. Il numero di doubling
population viene calcolato tenendo in considerazibmumero di passaggi in coltura e lo “split

ratio”.

-2.32- COLTURA DI LINEE CELLULARI TuMORALI UMANE E TRATTAMENTO

DEMETILANTE DEL DNA

Linee cellulari provenienti da tumori della testdes collo (HNC 41, 91, 97, 124, 136, 150,
160, 199, 206, 211, 212) sono state mantenuteliara nel mezzo DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium) addizionato con FCS 10%, GlutamminanM, Piruvato di sodio 1 mM,
antibiotici Penicillina/Streptomicina e CiproxinX1

Linee cellulari provenienti da tumori al seno (HRBDO, HCC1937, Cal 51) sono state
mantenute in coltura in un mezzo costituito da DMHEMilbecco’s Modified Eagle’s Medium) e
Ham’s F12 in parti uguali addizionato con FCS 1@tammina 1 mM, Piruvato di sodio 1 mM,

antibiotici Penicillina/Streptomicina e CiproxinX1
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Linee cellulari provenienti da tumori al colon (TCLoVo, Co-115) sono state mantenute in
coltura nel mezzo DMEM (Dulbecco’s Modified Eaglekdedium) addizionato con FCS 20%,
Glutammina 1 mM, antibiotici Penicillina/Streptonma e Ciproxina 1X.

Il trattamento demetilante del DNA genomieastato effettuato su tutte le linee cellulari
sopra riportate, insieme ad HPK dp 9 e HPH 16 EGg745, utilizzando il reagente 5- AZA-
citidina (Sigma) alla concentrazione di 30 solubilizzato in DMSO.Le cellule sono state
piastrate in dishes dal diametro di 60mm in modawdere una confluenza del 30% all'inizio del
trattamento il giorno seguente. Il mezzo di colt@rstato cambiato ogni 24 ore per quattro giorni e
nelle piastre di controllo & stato aggiunto DMSQlaAine del trattamento le cellule sono state
lisate direttamente in piastra con il buffer di el kit dell’estrazione dellRNA in presenza di 2
mercaptoetanolo e conservate a -80°C per 24 amepell'estrazione del’RNA totale.

Gli esperimenti in cui e stata indotta I'espressiodi hOCTN2 sono stati condotti in
trasfezione transiente nei cheratinociti retrotoéts¢on HPV16 EGE7.

Questa procedura sperimentale prevede l'utilizeme agente trasfettante, di lipofectamina
(Invitrogen). Tale composto e in grado di veicolarelecole di DNA, ma non di RNA, dall’esterno
all'interno delle cellule in presenza di un mezziv@ di siero, OptiMEM (Gibco). | cheratinociti
sono un modello cellulare in cui I'efficienza dasfezione € molto bassa ( raggiunge al massimo il
30%) per cui il protocollo di trasfezione é statesso a punto piastrando le cellule in modo da
ottenere una confluenza di circa 80% al momentta dislsfezione. Nel caso del trattamento con il
cisplatino le cellule sono state trasfettate inspeg 10 cm di diametro, con |8y di costrutto
pPCDNA3-OCTN2 e pCDNAS3 vuoto come controllo e, dagito ore dal momento della trasfezione,
sono state passate in piastre piu piccole con 60dindieametro. Dopo 12 ore dal momento della
trasfezione il mezzo di coltura é stato addiziorto concentrazioni crescenti di cisplatino (1Q, 25
50 100 e 20QuM) per ulteriori 24 ore, al termine delle quali sostate tripsinizzate e contate con |l

metodo del tripan blu.
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-2.33-ANALISI DEI DATI MEDIANTE REAL TIME PCR QUANTITATIVA

L’'RNA totale e stato estratto dalle cellule tragtabn 5-AZA-citidina e DMSO, utilizzando
il kit “Absolutely RNA miniprep kit” (Stratagene)esondo le istruzioni del manuale. In seguito il
cDNA e stato sintetizzato usando il kit “RevertAldminus First Strand cDNA synthesis”
(Fermentas) a partire dapg di RNA totale con random hexaprimers e la tréswi inversa di
Molony Murine Leukemya Virus. Per valutare I'esmiese dei geni E6 ed E7 di HPV16, hOCTN2
e GAPDH in real time PCR guantitativa sono stagituisseguenti primers: 5’ GTT TCA GGA CCC
ACA GGA GC 3' e 5 GCA TAA ATC CCG AAA AGC AAA G 3'per Eb6; 5’- AAT TCA TGG
CGA CAC CAA-3' e 5- TTT GCA ATA AAG GTC TGT- 3" pr E7; 5 GCC AAA AGG GTC
ATC ATC 3’ e 5 TGC CAG TGA GCT TCC CGT TC 3’ perARPDH; 5° CC AAA GCC AAT
GGG ATTGTT 3 e 5CT GTT GCT TCT TGG AAC TTA GGTT 3’ per OCTN2.

Le analisi di Real Time PCR di tipo quantitativanecstate effettuate usando “MesaGreen
gPCR MasterMix Plus for SYBR Assay” (Eurogentecoselo il seguente protocollo per ogni

campione:

10 pl di Master Mix;

0.4 ul di primer Fw 200 nM;

0.4 pl di primer Rev 200 nM,;

9.2 ul di cDNA alle diluizioni scelte per la curva dir¢dura.
La reazione di PCR e stata effettuata in “96 wkdteplow profile” nel sistema Strategene
MX3000 ed analizzata con il software MXPRO di Stgene secondo il metodo del

calibrator.
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CAPITOLO 3. RISULTATI
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-3.1- INATTIVAZIONE DA PARTE DELL'OMEPRAZOLO DEL SISTEMA DI TRASPORTO

OCTNZ2DI RATTORICOSTITUITO IN LIPOSOMI

-3.1.1-INIBIZIONE DEL TRASPORTATORE DI CARNITINA

In questo lavoro di tesi e stato investigato I'itfedell’omeprazolo sul trasportatore di
carnitina ricostituito in liposomi. L'attivita drasporto & stata misurata come uptak#diarnitina
10 uM in proteoliposomi contenenti carnitina fredda #fM, (antiport omologo carnitina
/carnitina) in presenza di omeprazolo aggiuntaesatérno previa, o no, attivazione acida a pH 1.0
(Bim et al 1985; Besancon et al 1997; Shin et @420 mantenuto in buffer a pH 7.0 prima
dell’'uso.

Come descritto in precedenza (Pochini et al 2004gcumulo di *H-carnitina nei
proteoliposomi € dipendente dal tempo: aumentadifid/ n mol/mg proteina a 90 minuti.

L’'omperazolo attivato, alla concentrazione di| 8@, inibisce nettamente il trasporto: dopo
15 minuti é stata, infatti, registrata una inibreodel trasporto dell’ 80% che diminuisce al 70%
dopo 90 minuti; I'aggiunta di omeprazolo non attoyaal contrario, non ha mostrato quasi alcun
effetto inibitorio.

| dati sperimentali riportati in figura 1 sono s$taterpolati con un’equazione di velocita del
primo ordine dalla quale é stata calcolata la vtodel trasporto come prodotto tra la costante
del trasporto ed il trasporto all’equilibrio. Laleita iniziale del trasporto in presenza ed asse&hz

omeprazolo & risultata essere 0.0017 o 0.08 nmol*mig proteind, rispettivamente.
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Figura 1: Effetto del'omeprazolo sull'antiport di carnitina mediato dal trasportatore
ricostituito: Il trasporto & stato misurato come descritto indviati e Metodi aggiungendo
®H-carnitina 10uM e NaCl 50 mM a tempo zero all'esterno di profeatiomi contenenti
carnitina 10 mM in assenza,(m) 0 in presenza di omeprazolo @M attivato @, A) o non
attivato ©). Inm e A, & stato aggiunto, 2 minuti prima dell'inizio dedsporto, DTE 2 mM.
Il trasporto € stato inibito ai tempi indicati cordescritto in Materiali e Metodi. | valori

rappresentano la media e deviazione standard dsprerimenti indipendenti

Le due forme di omeprazolo attivato presentano réymzionali, come mostrato in figura

2, che possono interagire con i residui di cistaletrasportatore formando un disulfide misto

come era stato gia descritto per la pompa gadifiia’™-ATPasi.

carnitine

omeprazole
(pro-drug)

activated omeprazole
(sulfenic acid)

activated omeprazole
(sulfenamide)
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Uno o piu residui di cisteina del trasportatordladearnitina sono esposti nel versante
esterno dei proteoliposomi, corrispondente al veesaxtracitosolico nella cellula intatta. Questi
dell’omeprazolo mediante la formazione di disulfidisti.

Per dimostrare tale ipotesi, € stato testato feffelel DTE, agente riducente dei ponti
disolfuro: I'aggiunta di DTE a proteoliposomi traitcon omeprazolo attivato dopo 30 minuti, porta
ad un recupero parziale dell’attivita di trasportegntre non ha alcun effetto su proteoliposomi non
trattati da omeprazolo. Tale effetto risulta anqoitaevidente dopo 90 minuti di trasporto, con un
recupero dell’attivita di trasporto di circa il 50@tgura 1).

L’effetto dellomeprazolo e stato valutato anchevescicole di brush border intatte: in tale
sistema I'attivita di trasporto & stata misuratenedrasporto diH-carnitina 0.25 mM, in 2 minuti,
in vescicole pre- equilibrate con 2.5 mM di camatinon triziata. Come mostrato in figura 3,
'omeprazolo inibisce il trasporto di carnitina ieféntemente ed il DTE permette il recupero
dell’attivita di trasporto nei campioni trattati taomeprazolo. Tali risultati sono paragonabili a
quelli ottenuti nel sistema ricostituito. Sono stdtittavia, riscontrate alcune differenze quatinita
legate al fatto che i due modelli sperimentali sdieersi sia in termini di volume interno che di
proteine presenti: nelle vescicole intatte ci soowyiamente, molti piu trasportatori di quelli
presenti nei proteoliposomi dove, virtualmente, Beistono interferenze da parte di altri sistemi di

trasporto (Pochini et al 2004; Piermatti et al 2008
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Figura 3: Effetto dell’omeprazolo sul trasporto dicarnitina in vescicole di brush border
intatte: |l trasporto & stato misurato come descritto inéviati e Metodi aggiungendtH-
carnitina 250uM e NaCl 50 mM a tempo zero all’esterno delle veslei di brush- border
contenenti carnitina 2.5 mM. Il trasporto & statdito dopo 2minuti come descritto in
Materiali e Metodi. L'omeprazolo attivato 3M e/o il DTE 30uM sono stati aggiunti dove
indicati da (+) 30 secondi prima dell'inizio dehsporto. | valori rappresentano la media e
deviazione standard di tre esperimenti indipendenti

Il mancato recupero totale dell’attivita di trasjpoda parte del DTE pu0 essere spiegato
secondo due ipotesi: (i) il DTE puo risolvere solaisolfuri misti formatisi tra proteina ed
omeprazolo e (ii) 'omprezolo non legato pud, cooue, avere un effetto inibitorio attraverso
interazioni di tipo non covalente.

Per discriminare l'inibizione del trasporto causd#d/’interazione covalente da quella non
covalente, é stata misurata l'attivita residuardsporto dopo incubazione dei proteoliposomi con
I'inibitore e successiva rimozione dello stesso legato.

In tal caso, I'esperimento é stato condotto conseritéo per altri trasportatori (Pochini et al
2004; Oppedisano et al 2008) dopo trattamento ocogpoazolo, i proteoliposomi sono stati passati
su colonne Sephadex G-75 per eliminare 'omepragzb&non avesse interagito con la proteina e,
quindi, e stata misurata l'attivita di trasportbrisultati sono riportati in figura 4: i proteolgomi
incubati con omeprazolo 3@M mostrano una chiara inibizione (80% dopo 15 mieud8% dopo

90 minuti) anche dopo rimozione dellinibitore niegato, confermando che questa inibizione e
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dovuta alle interazioni covalenti con la proteifdessuna inibizione, invece, & stata
registrata in proteoliposomi trattati con DTE prind@l passaggio sulle colonne Sephadex,
indicando che tutto I'inibitore viene eliminato dassaggio sulle colonne cromatografiche e che il
DTE é in grado di ridurre e risolvere tutti i legaoovalenti tra omeprazolo ed OCTNZ2; I'aggiunta
di DTE a campioni di controllo non trattati da omegmlo non ha mostrato alcuna differenza

nell’attivita di trasporto paragonata al contralenza omeprazolo né DTE.
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Figura 4: Effetto dellomeprazolo legato covalenterante sull’antiport di carnitina
mediato dal trasportatore ricostituito: | proteoliposomi sono stati incubati con omeprazolo
30 UM attivato ¢, A) o con il solo bufferf ,m) . Il DTE 2 mM (m ,A) & stato aggiunto
dopo 2 minuti. Dopo 2 minuti tutti i campioni di gteoliposomi sono stati passati
nuovamente su Sephadex G-75 come descritto nellangeMateriali e Metodi. Il trasporto &
stato misurato come descritto in Materiali e MetaggiungenddH-carnitina 10uM e NaCl

50 mM a tempo zero all’esterno di proteoliposomiteaenti carnitina 10 mM . Il trasporto &
stato inibito ai tempi indicati come descritto iraMriali e Metodi. | valori rappresentano la
media e deviazione standard di tre esperimentberdienti

Come precedentemente mostrato in figura 1, tutt@&sato possibile registrare I'inibizione
da omeprazolo, anche dopo trattamento con l'agedteente, se I'inibitore non viene eliminato
dai proteoliposomi. Questa osservazione sembraenoiafe I'ipotesi che esista una interazione di
tipo non covalente tra 'omeprazolo ed il sistematrdsporto. E stata studiata, dunque, la
dipendenza del recupero dellattivita di traspodalla concentrazione di DTE. Il recupero

dell’attivita di trasporto, come mostrato in figusapresenta una cinetica dipendente dalla
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concentrazione di DTE extraliposomiale, con un @iotassimo quando la concentrazione di DTE

raggiunge 5 mM.
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Figura 5: Dipendenza dell'attivita di trasporto del sistema ricostituito dalla
concentrazione di DTE: Il DTE é stato aggiunto alle concentrazioni indicaa

proteoliposomi protrattatie) o meno ¢) con omeprazolo attivato 30M per 2 minuti,
trascorsi i quali il trasporto € stato misurato eomescritto in Materiali e Metodi
aggiungenddH-carnitina 10uM e NaCl 50 mM a tempo zero all’esterno di proteatiomi
contenenti carnitina 10 mM . Il trasporto & statibito dopo 15 minuti come descritto in
Materiali e Metodi. | valori rappresentano la medideviazione standard di tre esperimenti
indipendent

Tale recupero, tuttavia, non € risultato essere 1@€1% o0, comunque, paragonabile al
controllo. La differenza rappresenta la frazionenabizione dovuta all'interazione non covalente;
trattando infatti, un’aliquota di proteoliposomi rccomeprazolo 30uM e DTE 5 mM e,

successivamente, passandoli su colonna Sephadé&x I@tivita di trasporto viene completamente

recuperata.

-3.1.2- CINETICA DI INIZIONE DEL SISTEMA DI TRASPORTO OCTNZ2 DA PARTE

DELL'OMEPRAZOLO

Per caratterizzare i due meccanismi di interaziooe il sistema di trasporto OCTN2
dellomeprazolo, sono stati condotti esperimenticdietica in presenza ed assenza di DTE.
L’agente riducente e stato utilizzato alla concaziobne di 5 mM, quella cioe che mostrava il

massimo del recupero dell’attivita di trasportgfia 5). E stata studiata, dunque, la dipendenza
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dell'inibizione dalla concentrazione extraliposohaiadi omeprazolo, misurando la velocita di
antiport, come uptake dH- carnitina 1QuM in proteoliposomi contenenti carnitina 10 mM.

La curva dose- risposta € mostrata in figura 6cdanpleta inibizione del trasporto, in
assenza di DTE, e stata osservata quando la coazieme di omeprazolo raggiunge il valore di
100 uM con una IC-50 di 5.7 = 0.28M (media di tre esperimenti indipendenti); in preze di
DTE, invece, l'inibizione e risultata essere menonpinciata con una IC-50 di 20.4 418 (media
di tre esperimenti indipendenti). Lo stesso espemntm condotto con omeprazolo non attivato non

mostra quasi alcuna inibizione dell’attivita digparto.
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Figura 6: Effetto del’omeprazolo sul sistema di trasporto reostituito: Il trasporto & stato
misurato come descritto in Materiali e Metodi aggjendo®H-carnitina 10uM , NaCl 50
mM e le indicate concentrazioni di omeprazolo apemero all'esterno di proteoliposomi
contenenti carnitina 10 mM in presenag € assenzao] di DTE 5 mM. Il trasporto é stato
inibito dopo 15 minuti come descritto in MaterialMetodi. | valori rappresentano la media e
deviazione standard di tre esperimenti indipenc

Sono stati condotti, successivamente, esperimavtitir alla caratterizzazione cinetica
dell'inibizione del trasporto da parte dellomeprly, misurando la velocita del trasporto in
presenza di due diverse concentrazioni di omepoaativato.

| dati sono stati analizzati secondo I'equazioneddepi reciproci di Lineweaver- Burk.
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Nel caso dell’esperimento condotto in assenzaatgihte riducente DTE, come mostrato in
figura 7 A, le tre rette hanno un comune puntatirsezione sull’asse delle ascisse; questo aspetto
e tipico dell’'inibizione non competitiva: la costardi affinita del trasportatore per linibitore ijké
risultata essere di 5.2 + 1M (media di tre esperimenti indipendenti). Lo stessperimento &
stato condotto in presenza di DTE (figura 7 B):lenm questo caso i risultati sono stati interpolat
secondo I'equazione di Lineweaver- Burk, mostraridttavia, una cinetica di inibizione differente
dalla precendente; le tre rette infatti hanno umwoe punto di intersezione con l'asse delle
ordinate, tipico dell'inibizione competitiva. La Kcalcolata come media di tre esperimenti

indipendenti € risultata essere di 14.6 +{dM)

A
45 I
60
~ A i B
3 3
£ 40 g a0y
S L
g g
x < L
£ c
S k=
et L ~ 15 B
= 20 M 2
0 Z 1 | ) | 0 / L | ) 1
0.00 0.05 0.10 0.00 0.05 0.10
1/ [Carnitine]ex (uM-") 1/ [Carnitine]ex (LM

Figura 7: Analisi cinetica dell'inibizione del’omeprazolo del sistema di trasporto
ricostituito: Il trasporto & stato misurato come descritto inéviati e Metodi aggiungendo
H-carnitina alle indicate concentrazioni, NaCl 5Mne le indicate concentrazioni di
omeprazolo a tempo zero all’esterno di proteolipuscontenenti carnitina 10 mM in
presenza (B) e assenza (A) di DTE 5 mM. | dati ispemtali sono stati interpolati secondo
'equazione dei doppi reciproci di Lineweaver- Buik assenzad) o in presenza di
omeprazolo attivato M (e) e 12uM (m) in A, 12uM (e) e 24uM (m) in B. Il trasporto &
stato inibito dopo 15 minuti come descritto in M&k e Metodi. | valori rappresentano la
media e deviazione standard di tre esperimentperienti.

Gli stessi dati sperimentali sono stati analizzdiiizzando il metodo di Dixon ( Dixon

1953), dimostrando che l'inibizione competitivacostratata € completa: il grafico ottenuto e,
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infatti, di tipo lineare, diverso dalla condiziomecui I'inibizione competitiva € incompleta (Dixon
1953; Pochini et al 2004, Tonazzi et al 2005;.OFaew et al 2008).

E stato valutato, successivamente, l'effetto ptiotet della presenza di carnitina
extraliposomiale durante I'incubazione con 'omela, in assenza di DTE. Sorprendentemente,
in presenza di carnitina si osserva un’aumentdinibizione da parte dellomeprazolo: dal 30 % in
assenza di carnitina al 50% e 70% in presenza mhitcea 1 mM e 15 mM, rispettivamente,

aggiunti all’esterno dei proteoliposomi insiemeaatieprazolo 3QuM (figura 8).
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Figura 8: Influenza del substrato sull'inibizione cel trasportatore ricostituito da parte
dell'omeprazolo: | proteoliposomi sono stati trattati come descritila figura prima del
traporto: la carnitina alle concentrazioni mM iratie dalle parentesi in presenza o assenza di
omeprazolo attivato 2M dove indicato da (+). Tutti i campioni sono stptissati su
colonne Sephadex G-75 per rimuovere il substratoran avesse interagito. Il trasporto &
stato misurato come descritto in Materiali e MetaggiungenddH-carnitina 10uM e NaCl

50 mM all'esterno di proteoliposomi contenenti ¢ama 10 mM |l trasporto é stato inibito
dopo 15 minuti come descritto in Materiali e Metotlivalori rappresentano la media e
deviazione standard di tre esperimenti indipendedtiindicano la percentuale di attivita
residua rispetto al contro

L’effetto del’lomeprazolo sul lato interno del tpastatore, in assenza di DTE, non é stato
studiato, a causa di un limite della proceduraispartale: I'agente farmacologico, infatti, viene
aggiunto nella miscela di ricostituzione ed in @ndizioni, 'omeprazolo attivato puo interagire
con tutti i residui di cisteina del trasportatoréma della ricostituzione e, quindi, dell’inserinten

della proteina nei liposomi. E’ stato, quindi, alio I'effetto del’'omeprazolo solo in presenza di
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DTE nella miscela di ricostituzione, in condiziagmicui non potesse avere alcuna interazione di tipo
covalente con il trasportatore.

| risultati ottenuti hanno mostrato che la velocita trasporto misurata in presenza di
concentrazioni crescenti di omeprazolo intraliposden(in un range dapM ad 1mM) non ha

risentito di alcuna variazione.

-3.1.3- VALUTAZIONE DEL TRASPORTO DI OMEPRAZOLO

Considerando che linterazione tra 'omeprazolo iesistema di trasporto OCTN2 puo
avvenire nel sito di legame per il substrato, @astalutata I'ipotesi che I'omeprazolo potesse
essere, esso stesso, substrato di tale sistemzaespoLto.

OCTN2 media un antiport omologo quindi il traspodb omeprazolo € stato misurato
usando come contro-substraté-carnitina. Questa strategia era stata gia, icquenza, messa a
punto per valutare il trasporto di altri compogti,scambio con la carnitina, da parte di OCTN2
(Pchini et al 2004; Permiatti et al 2008). Tali e@dmenti sono stati condotti incubando i
proteoliposomi cor’H-carnitina in modo da garantire un uptake dellessa allinterno delle
vescicole fino al raggiungimento dell’equilibriogjogo 90 minuti); al termine dell'incubazione, i
proteoliposomi contengono, quindH-carnitina 10 mM. La misurazione dell’attivita tlasporto,
in efflusso, & stata effettuata aggiungendo a#est carnitina fredda o omeprazolo 0.5 mM
insieme a NaCl 50 mM.

| risultati sono riportati in figura 9: l'aggiuntdella carnitina ha causato l'efflusso della

radioattivita interna dovuto allo scambld-carnitina/carnitina; 'omeprazolo, al contrarimn ha

provocato nessuna variazione dell’efflusso in preaesd in assenza di DTE.
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Figura 9: Efflusso di *H-carnitina mediato dal sistema ricostituito in preenza di
omeprazolo extraliposomiale :| proteoliposomi sono stati premarcati come desciit
Materiali e Metodi. Dopo il secondo passaggio sph@dex G-75, il trasporto & stato
misurato come descritto in Materiali e Metodi aggjendo NaCl 50 mM e carnitina 0.5 mM
(o), omeprazolo attivato 0.5 mMa), omeprazolo attivato 0.5 mM e DTE 5 mi) (o solo
buffer (o) all’esterno di proteoliposomi. Il trasporto é tstanibito dopo 15 minuti come
descritto in Materiali e Metodi. | valori rappresano la media e deviazione standard di tre
esperimenti indipendenti.

Questi dati sembrano indicare che 'omeprazolo pao essere trasportato dall’esterno
all'interno dei proteoliposomi.

Sono stati condotti, dunque, gli stessi esperimamsiurando I'uptake dfH-carnitina in
proteoliposomi contenenti 1.5 mM di omeprazolo onitea. In tali condizioni sperimentali la
carnitina interna e stata usata a concentraziderioni a quelle normali per essere paragonabile a
quella del’'omeprazolo che non poteva esser aggianproteoliposomi a concentrazioni superiori
ad 1.5 mM.

Anche in questo caso I'accumulo di carnitina ratfiea nei proteoliposomi € risultato
essere paragonabile a quello in assenza di substrat ogni caso, molto piu basso di quello in cui
la carnitina & presente all'interno dei proteolpog dimostrando nuovamente che l'agente

farmacologico non veniva trasportato dal sistemd QZ
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-3.2- OVER-ESPRESSIONE E PURIFICAZIONE IN E.coli pEL CosTrRUTTO GST-

hOCTN2

-3.2.1- OVERESPRESSIONE DEL COSTRUTTO GST-hOCTNZ2

Il cDNA relativo alla proteina hOCTN2 di 1674bp, séato isolato dal’RNA totale di
fibroblasti cutanei umani e, quindi, amplificato aente PCR utilizzando primer costruiti secondo
la sequenza di hOCTN2 contenuta in banca dati.

Dopo averne verificato la correttezza della seqagrizcDNA isolato € stato clonato
all'interno di diversi vettori di espressione quidlpET-28 a(+), il pMWT7, il pHEEX3 e il pET-
22b(+). | vettori ricombinanti elencati sono statilizzati per trasformare diversi ceppi i cali,
come il ceppo Rosetta(DE3)pLysS, il ceppo RosettdS@ESI3)pLysS, il ceppo C41(DE3), |l
ceppo C43(DE3) ed il ceppo BL21(DE3). E stato,nefiutilizzato anche il vettore di espressione
pPpGEX-4T1, che permette linserimento a monte dehegali interesse della Glutatione-S-
Transferasi (GST), allo scopo di aumentare la slitatwella proteina over- espressa e di essere
utilizzato nella purificazione in condizioni non radguranti usando come resina l'agarosio
glutatione.

Il costrutto e stato utilizzato per trasformardetiénti ceppi dE. coli in diverse condizioni
di espressione. La proteina over- espressa, tattavistata sempre identificata nella frazione
insolubile del lisato cellulare. Tale risultato mapedito l'utilizzo di detergenti non denaturanti
nella solubilizzazione della proteina di interessadendo impossibile la purificazione con la
resina agarosio- glutatione.

Per questo motivo, il cDNA codificante per la pineehOCTN2, € stato clonato all’interno
del vettore di espressione pET-41a(+) che pernigiserimento di una coda di poli-istidina, tra la

proteina di interesse e GST, utile alla purificagalel trasportatore over-espresso in condizioni
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denaturanti. Il costrutto pET41a(+)-hOCTN2, & statonque, utilizzato per trasformare il ceppo
batterico Rosetta(DE3)pLysS.

Per ottimizzare l'espressione della proteina dieresse, sono state variate sia la
temperatura che il tempo di induzione, ottenendmitgliore espressione mantenendo le cellule in
coltura a 28°C, inducendo I'espressione con IPT4&MM ed addizionando il mezzo di coltura
con sorbitolo 1M e betaina 2.5 mM. Questa stratégigpermesso di creare uno shock osmotico

alla cellula ospite con conseguente over- espnesgiel trasportatore hOCTN2-GST (Figura 10).

Figura 10 Espressione del costrutto pET41a(+)-hOCTR in E.coli Rosetta (DE3).Le proteine sono state separate
mediante SDS-Page e colorate come descritto inrldhte metodi. Linea M, markers molecolari comectéti in figura

1; linea 1 lisato cellulare non indotto (3®); linee 2-4, pellet della frazione insolubile dsato cellulare (30ug) dopo 2,

4 e 6 ore dall'induzione rispettivamente.

-3.2.2- PURIFICAZIONE DELLA PROTEINA OVER-ESPRESSA GST-hOCTN2

~

La proteina over-espressa GST-hOCTN2 é& stata $iakdin, come nel caso del
trasportatore hOCTN1, con il detergente denatur8aiosyl, alla concentrazione 0.8%, poiché
non solubile in detergenti non ionici come TritorLRO e G.Es.

Il lisato cellulare (Figura 10 linea 1) e statondue, trattato con un tampone contenente
Urea 3 M, 0.8% Sarkosyl, 8 mM DTE. In seguito ata@rgazione per 5 minuti a 6000 g, la

proteina presente nella frazione solubile é statata sulla colonna cromatografia al Nichel.
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Ques'ultima é stata, successivamente, lavata canl ) un tampone contenente Tris/HCI
20 mM pH8.5, Triton X-100 0.1%, NaCl 200 mM e DTE® e poi altri 5 ml dello stesso
tampone addizionato di Imidazolo 10 mM per rimuevés proteine batteriche eventualmente
legate in maniera aspecifica alla colonna.

L’eluizione della proteina GST-hOCTN2 ¢ stata aftencon lo stesso tampone di quello
usato in precedenza, in cui & stato aggiunto Inoida20 mM. Come mostrato in Figura 11 la
proteina é stata completamente purificata dal rdstgoattern proteico e risulta essere arricchita

circa 10 volte rispetto al lisato cellulare.

45,
35,

25,

Figura 11 Purificazione e taglio mediante trombinadel costrutto GST-hOCTN2 Le proteine sono state separate
mediante SDS-Page e colorate come descritto inrldhte metodi. Linea M, markers molecolari comectéti in figura

1; linea 1, proteina di fusione purificata (1§); linee 2-4, protena corrispondente alla linebfo incubazione 1, 3 e 4 ore
con trombina, rispettivamente. Linea 5, Inmunodazimne DAB utilizzando un anticorpo anti-His (1:00@u membrana
PVDF dopo western blotting del campione della lihea
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-3.2.3- TRATTAMENTO CON LA TROMBINA E SEPARAZIONE DI hOCTN2 pA

GST

La proteina purificata, &€ stata incubata con lantima al fine di separare la proteina di
interesse, hOCTN2 dalla proteina di fusione GS$erdo presente una sequenza riconosciuta da
tale enzima tra le due sequenze proteiche.

E stato ottimizzato il tempo di reazione per ottenka completa separazione e, come &
possibile osservare nella figura 11, la si ottidopo 4 ore di incubazione a 25°C con 0.1 U di
trombina.

La frazione digerita con la trombina é stata, sssis@mente, sottoposta a cromatografia
per esclusione molecolare e, come mostrato ngladi 12, completamente separata da GST. Al
termine della procedura di purificazione, sonoi stdenuti 0.2 mg di proteina purificata per litro

di coltura cellulare.

[16»

66 >
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Figura 12 Purificazione della proteina over-espresshOCTN2. Le proteine sono state separate mediante SDSéage
colorate come descritto in Materiali e metodi. land, markers molecolari come descritti in figuralihea 1 hOCTN2;
linea 2, GST.
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-3.2.4- OVERESPRESSIONE E PURIFICAZIONE DEL COSTRUTTO hOCTN2
(R2K)

Allo scopo di over- esprimere il trasportatore hONZ] senza la proteina di fusione GST, e
stata utilizzata un’altra strategia basata sull@osoenza della frequenza di utilizzo di determinati
codoni inE. coli rispetto a quello degli organismi eucariotici. ldako specifico e stato cambiato il
secondo codone del cDNA codificante per hOCTN®Q/idi-type CGG con la tripletta AAA). Tale
cambiamento ha condotto ad una sostituzione coatsegvdell amminoacido arginina in lisina; si
tratta, infatti, di una mutazione che non produagazioni nel rapporto struttura/ funzione.

Il cDNA di hOCTN2 e stato, successivamente, cloraditmterno del vettore di espressione
pET-21a(+). Il plasmide ricombinante ottenuto écstatilizzato per trasformare cellule Hicoli
Rosetta(DE3)pLysS, con conseguente over- espressiella proteina di interesse. La migliore
condizione di espressione si riscontra, come evidémin figura 13, dopo 4 ore di induzione della

sintesi proteica, con IPTG 0.1 mM alla temperatlir23°C.
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Figura 13 Espressione del costrutto ricombinante pE2la(+)-hOCTN2 in E.coli Rosetta (DE3)pLysS Le proteine
sono state separate mediante SDS-Page e coloragedascritto in Materiali e metodi. Linea M, maskeatolecolari come
descritti in figura 1; linea 1, lisato cellularemmdotto (30ug), linee 2-4, pellet della frazione insolubile (@§) dopo 1, 2,
e 4 ore dopo l'induzione della sintesi proteicpettivamente.

Anche in questo caso, tuttavia, la proteina ovespr&ssa € presente nella frazione
insolubile del lisato indotto. La strategia di ificazione utilizzata nel caso di tale trasportatér
pressoché, identica a quella messa a punto peostrutto GST-hOCTN2. Le differenze
sperimentali riguardano, principalmente, I'utilizdoun pH differente dei tamponi (pH 8.0 anziché
pH 8.5) e della concentrazione di imidazolo nelgane di eluizione (100 mM anziché 50 mM).

Come mostrato nella figura 14, la massa moleca@pparente del trasportatore purificato
risulta essere 54 kDa, coincidente con il peso cotdee della proteina ottenuta dal costrutto GST-
hOCTNZ2, in seguito a digestione enzimatica.

La presenza di hOCTN2 all'interno del lisato celhal indotto & stata verificata anche
mediante immunodecorazione, utilizzando un antodpetto contro la coda di poli-istidina

(figura 14).
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Figura 14 Purificazione della proteina hOCTN2(R2K). Le proteine sono state separate mediante SDSd& ag®rate
come descritto in Materiali e metodi. (A) Linea Markers molecolari come descritti in figura 1; &ng, lisato cellulare
non indotto (3Qug); linea 2, pellet della frazione insolubile dehto cellulare (3Qug) corrispondente la linea 4 della figura
10; linea 3, hOCTN2 purificata (8g). (B) Immunodecorazione DAB utilizzando un aotfwo anti-His (1:1000) su
membrana PVDF dopo western blotting dei campiolé dieee 1-3.

La resa totale della proteina purificata in quesaso risulta essere 3.5 mg per litro di

coltura cellulare.

-3.3.- ESPRESSIONE DI hOCTN2 IN CHERATINOCITI RETROTRASDOTTI CON

HPV16EGEY

La capacita di HPV16 E6E7 di immortalizzare i chiewzciti primari in coltura € ampiamente
documentata in letteratura; questo sistema castguquindi, un buon modello per lo studio dei
meccanismi molecolari che sottendono alla deregmiazdi molte proteine cellulari. Per queste
ragioni € stata valutata I'espressione del cDNAifaahte per hOCTN2 in cheratinociti primari
retrotrasdotti, 0 meno, con HPV16 EGE?7.

La figura 15 A mostra il risultato di tre indipemdeRT-PCR di tipo quantitativo, dove é
possibile osservare una netta down- regolazionéesielessione di OCTNZ2 in presenza delle

oncoproteine virali.
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Figura 15 A: Down- regolazione dei livelli di mMRNAdi OCTN2 in cellule infettate da
HPV 16E6E7: | cheratinociti primari sono stati retrotrasdottonc pLXSN vuoto e
pPLXSNEGE? e sono stati raccolti pellet a due divensipi dal momento dell'infezione (dopo
20 e 163 passaggi in coltura). 'mRNA totale &cststratto e retrotrascritto in cDNA come
descritto in Materiali e Metodi. RT-PCR € stataetiffata in MX3000 Stratagene ed i dati
analizzati con il software MXPro. | valori rappraszno la media e deviazione standard di tre
esperimenti indipendenti.

| numeri corrispondenti al raddoppiamento della gdapione (dp) indicano due momenti
differenti dell'infezione da parte di HPV16. Glifefti molecolari osservati negli stadi precoci
dell'infezione, infatti, sono generalmente assoiiaa diretta presenza delle oncoproteine virali
nella cellula, mentre quelli descritti in stadi piardivi (con numeri di raddoppiamento della
popolazione superiori a 100) sono legati alla tasfzione tumorale cui vanno incontro le cellule
infettate da HPV in seguito ad integrazione defieaproteine nel genoma dell’'ospite.

In figura 15 A e possibile osservare come la dosegolazione del trasportatore OCTN2 sia
presente indipendentemente dal numero di raddogpitomdella popolazione; poiché tali risultati
preliminari indicavano una presunta implicaziondl'idéezione da parte di HPV, sono state
effettuate altre analisi di real time di tipo qutativo (figura 15 B) utilizzando linee cellulari

retrotrasdotte singolarmente con le oncoproteirai\iE6 ed E7.
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Figura 15 B: Misurazione dei livelli di mRNA di OCTN2 in cellule infettate da HPV
16E6 e HPV 16E7:| cheratinociti primari sono stati retrotrasdotincpLXSN vuoto e
pLXSNE6 e pLXSNE7. L'mRNA totale & stato estrattaregrotrascritto in cDNA come
descritto in Materiali e Metodi da pellet di cediuh coltura in flaconi t 25 ¢ctnRT-PCR &
stata effettuata in MX3000 Stratagene ed i datlizzati con il software MXPro. | valori
rappresentano la media e deviazione standard dsperimenti indipendenti.

Il risultato ha indicato che l'oncoproteina E6 € gmado, da sola, di down-regolare
I'espressione di OCTN2 rispetto alla condizionecaintrollo (cheratinociti retrotrasdotti con il solo
pPLXSN), mentre la presenza dell’'oncoproteina E7 s@mbra avere alcun effetto.

Uno dei meccanismi principali di interazione e @egzione mediato da HPV16EG6 e legato
mediante MG132) su cellule retrotrasdotte con HP¥BE7 allo scopo di verificare che questo
influenzasse o meno I'espressione di OCTNZ2. In¢al&lizione sperimentale é stato osservato che i
livelli di mRNA di OCTN2 aumentano (dati non mosirandicando che uno, o piu, dei fattori di
trascrizione degradati da HPV16 E6 puo essere nssjpile anche della regolazione di OCTNZ2.

L'oncoproteina E6 € in grado di interagire fisicartee e degradare proteine contenenti
domini PDZ; & da sottolineare, a tal proposito, BfixZK1 € tra le poche proteine per cui é stata
mostrata una relazione con la regolazione dellespone e funzione di OCTN2. Si tratta di
un’interazione che avverrebbe tra il dominio PD281ZK1 ed il PDZ binding motif di OCTN2.

In seqguito all’'osservazione di tale fenomeno di doegolazione, anche in un’altra infezione

indipendente (non mostrato), é stato valutatodtdf dell’overespressione, in trasfezione transient
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di OCTN2 in cellule retrotrasdotte con HPV16 E6HZ#A figura 16 mostra come la

percentuale di morte cellulare aumenti in preseletioverespressione di OCTNZ2.
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Figura 16: L'overespressione di OCTN2 in cheratinoiti primari ed in cheratinoctiti
retrotrasdotti con HPV16E6E7 induce aumento della rarte cellulare: | cheratinociti
primari e retrotrasdotti con HPV16E6E7 sono statsfettati, come descritto in materiali e
metodi, con pCDNA3 — OCTN2 e pCDNA3 vuoto come coifd. Dopo 24 ore dal
momento della trasfezione le cellule sono stapsitlizzate e contate con il metodo del tripan
blu per valutare la percentuale di cellule morte.

E’ stato, dunque, ipotizzato che tale fenomeno gs&teessere ulteriormente accentuato dal
trattamento con il cisplatino, chemioterapico usditwoutine, essendo nota I'abilita di OCTN2 di
interagire con diversi composti farmacologici. tidattenuti sono ancora preliminari ma sembrano
indicare che le cellule che overesprimono la pratddCTN2 mostrino una maggiore sensibilita al

cisplatino (figura 17).
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Figura 17: Efffetro del cisplatino su cheratinociti che overesprimono il trasportatore

OCTN2: | cheratinociti retrotrasdotti con HPV16EGE7 somatistrasfettati, come descritto
in materiali e metodi, con pPCDNA3 — OCTN2 e pCDN#Bto come controllo. Dopo 8 ore
dal momento della trasfezione le cellule sono gtgisinizzate e ripiastrate come descritto in
Materiali e Metodi e poi trattate con cisplatinteatoncentrazioni indicate in figura per 24
ore. Le foto (magnificazione 40X) sono state effett con macchina fotografica del

microscopio ottico.
| dati dello stesso esperimento sono stati uaihizper calcolare I''C-50 per il
cisplatino delle cellule overesprimenti OCTNZ2; comestrato in figura 18 la presenza di
OCTN2 induce una maggiore sensibilita delle cellulei confronti dell’agente
chemioterapico provocando una leggera diminuzicglevdlore di 1C-50 da 12RM nel

caso della trasfezione con il vettore vuoto au®nel caso della trasfezione con OCTN2.
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Figura 18: Effetto del chemioterapico cisplatino sulla vitéita cellulare: | cheratinociti
retrotrasdotti con HPV16EGE7 sono stati trasfettatine descritto in materiali e metodi, con
PCDNA3 — OCTN2 ¢) e pCDNAS3 vuoto ¢) come controllo. Come descritto in Materiali e
Metodi sono state poi trattate con cisplatino efiacentrazioni indicate in figura per 24 ore. |
dati sono interpolati secondo una curva dose- stspo
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-3.4- ESPRESSIONE DI hOCTN2 LINEE CELLULARI TUMORALI

In seguito all’osservazione sperimentale della dovegolazione dei livelli di mRNA per
OCTN2 anche a stadi tardivi dell'infezione da HR3o€ in cellule trasformate) € stata valutata
I'espressione di tale trasportatore in diversedimellulari tumorali mediante RT- PCR di tipo
quantitativo.

Lo scopo di questo lavoro € stato quello di efertuuno studio comparativo del profilo di
espressione di tale sistema di trasporto in coodiznormali e patologiche utilizzando 18 linee
cellulari tumorali.

E stata valutata, inizialmente, I'espressione dCA®2 in sole quattro linee cellulari, due
derivate da cancro al seno (HBL-100 ed HCC 193d)e=derivate da tumori di testa e collo (HNC
124 ed HNC 136). Come mostrato in figura 19 é stemervato che OCTN2 é nettamente down-

regolato in tutte le linee tumorali.
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Figura 19: Misurazione dei livelli di mRNA di OCTN2 in linee cellulari tumorali: Le
linee cellulari di tumori di testa e collo (HNC 124136) e di seno (HCC 1937 ed HBL-100)
sono state mantenute in coltura come descrittoateNhli e Metodi. LmRNA totale é stato
estratto e retrotrascritto in cDNA come descritidMateriali e Metodi da pellet di cellule.
RT-PCR e stata effettuata in MX3000 Stratagenedadiianalizzati con il software MXPro. |
valori rappresentano la media e deviazione standiaré esperimenti indipendenti.
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Una delle caratteristiche comuni a molte linee ttalidHNC € che diversi geni, quale il
tumor soppressor Dok- 1, sono metilati nella loegione promotrice. La metilazione € uno dei
processi molecolari responsabile della represst@ikéespressione genica. Per tale ragione e stato
effettuato un trattamento demetilante su divenseelicellulari tumorali con il reagente chimico 5-
aza- citidina.

Il risultato € mostrato in figura 20: tra le HN®, A, (tumori di testa e collo) analizzate, in
seguito al trattamento demetilante, I'espressiar@@TN2 aumenta considerevolmente in HNC 41,
97, 124, 150 e 211; 'aumento in HNC 91e 212 e em@wesente ma meno evidente rispetto alle
altre descritte in precedenza. Quasi nessun effette riportato per le HNC 160 e 199. Tra le linee
cellulari derivate da tumori al seno, in B, I'etfetmaggiore di aumento dell’espressione di OCTNZ2 e
stato osservato nella linea HCC1937; anche le dfee tuttavia, mostrano un considerevole
incremento nei livelli di MRNA per OCTNZ2. Le lineellulari derivanti da tumori del colon, in B,

infine, mostrano tutte un aumento dell’'espressif@CTN2 in seguito all’azione demetilante.
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Figura 20 A: Misurazione dei livelli di mMRNA di OCTN2 in linee cellulari tumorali: Le
linee cellulari di tumori di testa e collo sonotsetanantenute in coltura come descritto in
Materiali e Metodi. L'mRNA totale é stato estraéaetrotrascritto in cDNA come descritto
in Materiali e Metodi da pellet di cellule. RT-P@Hstata effettuata in MX3000 Stratagene ed
i dati analizzati con il software MXPro. | valoappresentano la media e deviazione standard
di tre esperimenti indipendenti.
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Figura 20 B: Misurazione dei livelli di mMRNA di OCTN2 inlinee cellulari tumorali: Le
linee cellulari di tumori di colon (Col115, TC-7, o) seno (HBL-100, HCC1937, Cal 51)
sono state mantenute in coltura come descrittoarekibli e Metodi. LmRNA totale é stato
estratto e retrotrascritto in cDNA come descritioMateriali e Metodi da pellet di cellule.
RT-PCR é stata effettuata in MX3000 Stratagenedadiianalizzati con il software MXPro. |
valori rappresentano la media e deviazione stardigrd esperimenti indipendenti.

Tale risultato apre la strada ad ulteriori indagioite allo studio della regione promotrice a
monte del gene codificante per OCTN2: 'aumentoligeili di mRNA in seguito al trattamento con
5-aza-citidina, infatti, potrebbe essere legatauad diretta demetilazione del promotore o, ancora,
alla demetilazione di uno o piu fattori di tras@wize responsabili, in quelle cellule, della down-
regolazione di tale sistema di trasporto. Infinesdervazione di un aumento dei livelli di mRNA
non e stato accompagnato dall’osservazione di umeato dei livelli di proteina a causa della
mancanza di un anticorpo efficiente diretto comdite proteina.

L'effetto del trattamento demetilante é stato \atioit infine, anche su cheratinociti primari e
retrotrasdotti con HPV16 EGE7; come mostrato inrf&g21, anche nelle cellule infettate stabilmente
da HPV16 E6E7 si osserva un recupero dell’espnessiio OCTN2, molto piu evidente rispetto a
quello osservato nei cheratinociti primari di coflitr. L'effetto rilevato in questi ultimi, tuttavja
mostra che esiste una metilazione basale dell@megoromotrice di OCTN2 o, nuovamente, di

fattori di regolazione di tale sistema di trasporto
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Figura 21: Misurazione dei livelli di mRNA di OCTN2 in cheratinociti trattati con 5-
aza-citidina: | cheratinociti primari e retrotrasdotti con HPVEGE7 sono stati mantenuti in
coltura e trattati con 5-aza-citidina come desziitt Materiali e Metodi. LmRNA totale &
stato estratto e retrotrascritto in cDNA come déscin Materiali e Metodi. RT-PCR é stata
effettuata in MX3000 Stratagene ed i dati analizzan il software MXPro. | valori
rappresentano la media e deviazione standard dsperimenti indipendenti.
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CAPITOLO 4. CONCLUSIONI

113



-4.1- INATTIVAZIONE DI OCTNZ2 DA PARTE DELL' OMEPRAZOLO

Nel presente lavoro di tesi il sistema della ritagtone in liposomi e stato utilizzato come
modello per studiare, a livello molecolare, le ratoni tra il trasportatore OCTNZ2, estratto da
vescicole di brush- border di reni di ratto, e lgpnazolo. Nei proteoliposomi e stato mostrato che
tale sistema di trasporto contiene gruppi tiolgpesti nel’ambiente extracellulare in accordo con
la predizione della struttura secondaria di OCTNanfai et al 1998). | dati descritti in questo
lavoro hanno mostrato per la prima volta che I'oraeplo interagisce con il trasportatore di
carnitina con conseguente inibizione della suavitdti quest’ultima é stata osservata anche in
vescicole di brush- border intatte dimostrandoguieocabilmente, che il trasportatore si inserisce,
nei proteoliposomi, con lo stesso orientamentoueilq delle membrane native.

Tale fenomeno, pud essere spiegato dal fatto ciegdio dei proteoliposomi € piccolo
sufficientemente da forzare le molecole, che saimmaetriche, ad inserirsi tutte con lo stesso
orientamento (Kramer et al 1986; Palmieri et al3tP®chini et al 2004;).

Nel presente lavoro e stata documentata, per faapviolta, I'interazione dell’omeprazolo
con il sistema di trasporto di carnitina OCTNZ2. éfadgente farmacologico, infatti, si lega
covalentemente alle cisteine del trasportatore alten affinita, come mostrato nel caso di altre
proteine di membrana (Lorentzon et al 1985; Birelnal 1985; Besancon et al 1997; Lambrecht et
al 1998; Nishioka et al 1999; Shin et al 2004; Padhgnus et al 2001;). In questo caso € stata
descritta una cinetica di inibizione non compeiconfermata dal fatto che i valori di Ki e di-IC
50 coincidono, come accade in questo tipo caratiesidi inibizione.

E stato, tuttavia, dimostrato come I'omeprazoloisigrado di esercitare un altro tipo di
inibizione, senza previa formazione di legami cewm#ll in esperimenti condotti in presenza
dell'agente riducente dei ponti disolfuro DTE. &i taso la cinetica di inibizione descritta & doti

competitivo in cui 'omeprazolo e, quindi, in gradidnteragire con il sito di legame per il subsirat
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L’affinita del trasportatore per 'omeprazolo, imapto caso, € risultata essere piu bassa di
quella covalente: i valori di IC-50 e Ki infattipso entrambi piu alti di quelli relativi all’inibiane
non competitiva.

L’inibizione non covalente pu0 essere interpretalia luce della comparazione tra la
struttura della carnitina e dellomeprazolo (comesatitto nel capitolo 2) e tenendo in
considerazione i gruppi funzionali indispensabdr g legame tra OCTN2 ed i substrati: un gruppo
amminico trisostiuito ed un gruppo carbossilico #Mi et al 2001, 2002; Pochini et al 2004;
Todesco et al 2008). Uando il sistema ricostitaigiato mostrato, inoltre,come la distanza treei du
gruppi essenziali non sia importante per l'intevaei con il trasportatore e che le molecole che
mancano di uno o piu gruppi metil-amminici possameragire ed inibire il trasportatore ma non
possono essere trasportate (Pochini et al 2004).

La forma attivata, ma non quella non attivata, 'deleprazolo possiede un gruppo
piridinico carico ed un ossigeno metossilico aat@mi di carbonio di distanza: questa peculiarita
strutturale soddisfa le condizioni richieste affieda molecola possa interagire con il trasporéator
senza esserne substrato. Il valore della Ki redaéifVinibizione competitiva, tuttavia, € risultato
essere piu basso della Km del trasportatore peataitina stessa, indicando che OCTN2 ha
un’affinita maggiore o comparabile per 'omeprazogpetto a quella per il substrato fisiologico.

Tale osservazione sperimentale puo essere spidghdapresenza, nel trasportatore, di un
sito di legame per il substrato piu grande di goamécessario per la sola interazione con la
carnitina, suo substrato fisiologico. | residui amoacidici idrofobici ed idrofilici presenti in
guesto sito, dunque, possono creare interaziongogppi funzionali del’omeprazolo non presenti
nella molecola di carnitina.

Tali interazioni stabilizzano il legame con I'omapolo con una affinita paragonabile o
maggiore a quella per la carnitina; le stesseavigf forzano il trasportatore in una conformazione

alternativa che gli impedisce di effettuare i caanbenti necessari per trasportare la molecola in
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questione. A sostegno di tale ipotesi, ci sonoti sigerimentali che mostrano come I'aggiunta di
omeprazolo all'interno dei proteoliposomi non indwacuna inibizione del trasportatore.

L’inibizione non competitiva e tipica delle reaziaovalenti dell’inibitore con la proteina
anche nel caso dell'interazione con il sito di legaper il substrato. Infatti I'inibizione competiti
mostra come I'omeprazolo interagisca con il sitdedjame per il substrato. Alla luce di queste
considerazioni si puo concludere che i gruppi Sspoasabili dell’'inibizione siano da localizzare
nel sito di interazione con il substrato o, comumquolto vicino ad esso.

In tal caso, la presenza di carnitina dovrebbeeggxre il trasportatore dall’inibizione
dellomeprazolo, ma in realta si verifica il comtca molto probabilmente, quindi, il gruppo SH
responsabile dell'interazione con I'agente farmagmio € in prossimita del sito di legame per |l
substrato ed il legame della carnitina e in gradindurre cambiamenti conformazionali tali da
facilitare la successiva interazione con 'omeplazo

L’'implicazione dei due meccanismi inibitori puo ess rilevante alla luce del fatto che la
'omeprazolo nel sangue raggiunge la concentraziahe8 pM dopo 30 minuti dalla
somministrazione orale del composto farmacologi@eesta concentrazione €, infatti, piu alta dell’
IC-50 dell'inibizione non competitiva e non moltdfdrente da quella dell'inibizione competitiva
non covalente.

OCTN2 ¢ espresso, come € noto, in diversi teseutedntestino, fegato e reni; e essenziale
nella omeostasi della carnitina come dimostratéadaéregolazione di tale processo nel caso di
difetti genetici a suo carico. Queste sindromi sdemominate deficienze di carnitina primarie,
caratterizzate da encefalopatia, problemi respiratovuti alla cardiomiopatia, cardiomegalia,
disturbi metabolici, iperammonemia, ipoglicemiapidemia, ipercolesterolemia, debolezza

muscolare, miopatia, vomito (Wang et al 1999; Netzal 1999; Lahjou;ji et al 2001).
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L’inibizione di OCTN2 dovuta ad omeprazolo puo aesdegli effetti collaterali simili alla
deficienza di carnitina piu 0 meno evidenti a cadsiéa dose somministrata e della capacita di ogni

individuo di metabolizzare il farmaco.

-4.2- OVER- ESPRESSIONE DEL SISTEMA DI TRASPORTO OCTN2 UMANO

Nel presente lavoro di tesi € stato messo a pumtprotocollo per I'overespressione in
coli e purificazione del sistema di trasporto di camaitOCTN2 umano. A tale scopo € stata
utilizzata, inizialmente, la stessa procedura otmata per il trasportatore hOCTN1 (Galluccio et
al 2009). | due sistemi di trasporto presentano elagata omologia di sequenza ma, tuttavia, le
strategie di clonaggio ed overespressione utilzzaér hOCTN1 non hanno prodotto alcun
risultato nel caso di hOCTNZ2. In seguito all’utd@ di diversi plasmidi e ceppi d@. coli, sono
state ottenuti due costrutti, con caratteristicféer@nti, in grado di dare I'overespressione di
hOCTN2 in una forma utilizzabile per la succesguaficazione.

La prima strategia prevedeva l'incorporazionealplioteina GST a monte della sequenza
codificante per OCTNZ2; trattandosi di una protedihanembrana plasmatica, infatti, il problema
principale e costituito dall'insolubilita e dall@entuale tossicita della stessa per la cellulatespi

La possibilita di overesprimere tale sistema dsfgmato come proteina di fusione con GST
avrebbe dovuto causare un aumento della solulglitdunque, la possibilita di recuperare la
proteina nella frazione solubile del lisato celielandotto, usando blandi detergenti in grado di
mantenere la proteina nella sua conformazione aali\overespressione, in questo caso, € stata
ottenuta sottoponendo le cellule a stress osmoticome mostrato in precedenza da altri autori
(Blakwell et al 1991; Thomas et al 1995), infat#i, crescita e l'induzione in presenza di alte
concentrazioni di osmoliti, quali sorbitolo e beti puo avere un effetto positivo sull'over
espressione di proteine di membrana, poiché iebattisponde alla condizione di alta pressione

osmotica aumentando l'uptake di tali osmoliti cbegono, all'interno della cellula, da chaperone
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chimici che assistono la traduzione ed il foldinglal proteina over- espressa (Oganesyan et al
2007). La proteina di fusione, tuttavia, e stataraita nella frazione insolubile del lisato celtela
indotto: questo ha comportato la necessita di metigounto un protocollo di purificazione basato
sull’utilizzo di detergenti ionici, quali il Sarkgk La purificazione e stata poi effettuata su cola
cromatografica per affinita al Nichel, sfruttando gresenza di un’ulteriore coda di 6 istidine,
ottenendo il costrutto GST-hOCTN2. La proteina GS3tata poi separata da hOCTN2 mediante
digestione enzimatica con trombina ed ulteriorenatmgrafia ad esclusione molecolare.

La seconda strategia di clonaggio, presentata@stquavoro di tesi, € stata messa a punto
allo scopo di ottenere una resa maggiore di pratpurificata e senza GST tag. Si tratta di un
protocollo di overespressione basato sull'ottimzzaae dell’'utilizzo dei codoni da parte i coli.

E noto, infatti, che il secondo codoneBncoli influenza I'efficienza di traduzione delle
proteine: in particolare, € stato riportato (Niirawet al 2003; Gustafsson et al 2004) Eheoli,
preferenzialmente, utilizza le triplette AAA ed AATquesta, inoltre, sembra essere una
caratteristica condivisa da molte specie battericNel presente lavoro e stato, dunque,
mutagenizzato il secondo codone codificante, nekguenza wild type di hOCTN2, per
'amminoacido arginina; tale posizione e stata rficalia con la tripletta AAA, codificante per
'amminoacido lisina. Tale mutagenesi € di tipo semvativo allo scopo di mantenere il piu
possibile integra la struttura terziaria della pnod.

La proteina e stata, successivamente, purificata&cadanna cromatografia per affinita
ottenendo una quantita maggiore rispetto a quell@abtrutto GST-hOCTN2.

| risultati di questo lavoro aprono la strada adstdi tipo strutturale e funzionale. La
proteina purificata, infatti, sara utilizzata parduccessiva cristallizzazione allo scopo di risav
la sua struttura terziaria. La caratterizzazionezionale del trasportatore, invece, sara effettuata
nel sistema ricostituito dei liposomi allo scopo identificarne le proprieta cinetiche e le

interazioni con farmaci, xenobiotici e molecoladisgiche.
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-4.3- STUDIO DEL PROFILO DI ESPRESSIONE DEL SISTEMA DI TRASPORTO OCTN2 IN

LINEE TUMORALI UMANE

Nel presente lavoro di tesi e stato descritto,lpgrima volta, il profilo di espressione del
sistema di trasporto OCTN2 in linee cellulari tuadbderivate da tumori di testa e collo, seno,
intestino ed in linee cellulari di cheratinocitasformati in seguito ad infezione da parte di HPV
(Human Papilloma Virus) 16, responsabile del caradta cervice uterina. In tali linee cellulari e
stata osservata, mediante RT-PCR, una down- regokzdel gene codificante per questo
trasportatore.

Il meccanismo di down- regolazione resta ancorandestigare, sebbene siano presenti dei
dati preliminari che indicano come uno dei possfeihomeni responsabili di tale regolazione sia la
metilazione della regione promotrice di hOCTN2 olladeegione promotrice di fattori di
regolazione del gene hOCTN2 localizzato nel cromas6.

Dati riportati in letteratura mostrano come le gorodeine E6 ed E7 del ceppo 16 possano
alterare, incrementandola, I'attivita di due meditisferasi (Guo et al. 1999; Burgers et al. 2007)
responsabile del silenziamento di alcuni geni tarfa predizione della regione promotrice del
gene OCTNZ2, inoltre, mostra nella regione 5-UTRpl@senza di diverse isole GC che sono
comuni target di metilazione.

La necessita da parte delle cellule tumorali di dlovegolare un trasportatore di membrana
plasmatica di carnitina quale OCTN2 potrebbe reiednel diverso metabolismo cui vanno
incontro le cellule cancerose. Si tratta di un faeoo noto come Warburg effect: le cellule tumorali
infatti prediligono un metabolismo glucidico invecke lipidico; la presenza di alte concentrazioni
di carnitina intracellulare, invece, stimolerebhepfoduzione di energia dovuta gabssidazione
nei mitocondri alterando il processo di produzi@raerobia di ATP che é tipico delle cellule

tumorali.

119



Nel presente lavoro di tesi, sono stati presentatltre, alcuni dati preliminari sulla
maggiore sensibilita delle cellule in cui viene mgpressa la proteina OCTN2 ad un agente

farmacologico normalmente utilizzato in chemiotéxap cisplatino.
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The effect of omeprazole on the carnitine (OCTN2) transporter reconstituted in liposomes has been
studied. Omeprazole externally added to the proteoliposomes, inhibited the carnitine/carnitine antiport
catalysed by the reconstituted transporter. The inhibition was partially reversed by DTE indicating that
it was caused by the covalent reaction of omeprazole with Cys residue(s) of the transporter. Similar
results were found with intact brush border vesicles. The residual inhibition of the transport in the pres-
ence of DTE, indicated the occurrence of an alternative inhibition mechanism of non-covalent nature.

giﬁ‘év];)rrgzs;le The ICso of the two inhibition modes derived from dose-response curves, were 5.7 WM and 20.4 uM,
Carnitine respectively. Kinetic studies of the inhibition showed that in the absence of DTE omeprazole behaved as
Transport non-competitive inhibitor. On the contrary, in the presence of DTE competitive inhibition was found. The
OCTN2 K; of the transporter for the inhibitor was 5.2 uM or 14.6 wM in the absence or presence of DTE, i.e., under

condition of covalent (non-competitive) or non-covalent (competitive) interaction of the inhibitor with
the transporter. The presence of the substrate during the incubation of the omeprazole (in the absence of
DTE) with the proteoliposomes facilitated the covalent reaction of the pharmacological compound with
the transporter. Omeprazole did not inhibit when present in the internal proteoliposomal compartment,
indicating that the inhibition was specifically due to interaction with external site(s) of the protein. The
pharmacological compound was not transported by the reconstituted transporter. The possible in vivo

implications of the interaction of omeprazole with the transporter are discussed.

© 2008 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

It is well known that omeprazole causes reduction of gastric
secretion by inhibiting the K*/H*-ATPase with a covalent mech-
anism, which has been defined at the molecular level [1-5]. The
pharmacological agent is chemically modified at acidic pH. After the
structural modification a reactive group and a positive charge are
introduced in the molecule. The activated compound reacts with
an extracytoplasmic Cys residue of the protein forming a mixed
disulphide which is responsible of the inhibition of the proton
pump. It has been reported that omeprazole, besides interacting
with the K*/H*-ATPase reduces its mRNA level [6]. The formation
of mixed disulphides is most probably involved in the inhibition
of the p-glycoprotein [7] and the pNPPase of microsomes [8]. On
this basis, other transport systems which have Cys functional (SH)
groups may interact with omeprazole. Among the membrane trans-
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porters which have been functionally studied in the last decade,
the rat carnitine transporter OCTN2 possesses 7 Cys residues in
its amino acid sequence, 4 of which should be exposed towards
the extra cytoplasmic side of the transporter, as predicted by the
hydropathy profile [9]. After studies in brush-border vesicles [10],
this transport system has been cloned and functionally character-
ized inintact cell systems [9,11-20]. It is widely expressed in several
tissues and, hence, it is involved in the regulation of the homeosta-
sis of carnitine in mammals. The carnitine transporter extracted
from rat kidney has been reconstituted in liposomes and identi-
fied as OCTN2 on the basis of its functional properties [21]. The
reconstituted transporter catalyses a sodium-dependent antiport
of carnitine with itself (homologous antiport) or with carnitine
derivatives and other compounds (heterologous antiport) in agree-
ment with the previous data reported in intact cells [20]. Some
novel functional aspects of the transporter have been revealed
using the reconstituted system. Among other properties, it has been
found that hydrophilic SH reagents externally added to the pro-
teoliposomes inhibit the transporter. This finding confirmed that
the carnitine (OCTN2) transporter possesses extra cytoplasmic Cys
residues, thus representing a potential target of omeprazole. The
reconstituted system is a suitable experimental model to investi-
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gate the interaction of pharmacological compounds with transport
systems [22-24]. Thus, the interaction of omeprazole with the
reconstituted carnitine transporter has been studied. Interestingly
it has been found that omeprazole strongly inhibits the trans-
port system with two different mechanisms implying a covalent
reaction with Cys residue(s) of the transporter or a non-covalent
interaction with the substrate binding site.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Amberlite XAD-4, egg yolk phospholipids (3-sn-phosphatid-
ylcoline from egg yolk) and Ci,Eg were purchased from Fluka;
L-[3H]carnitine from Amersham; Sephadex G-75, L-carnitine and
omeprazole from Sigma. All the other reagents were of analytical
grade.

2.2. Reconstitution of the carnitine transporter into liposomes

Brush border membranes were prepared from rat kidney [25]
and stored at —80°C. The carnitine transporter, solubilized with
2% Cq2Eg, was reconstituted by removing the detergent with a
hydrophobic chromatography column [21,26,27]. In this procedure
the mixed micelles containing detergent, protein and phospho-
lipids were repeatedly passed through the same Amberlite XAD-4
column. The composition of the initial mixture used for recon-
stitution (except when differently indicated) was: 25 ul of the
solubilized protein (25-35 g protein in 2% Ci3Eg), 85l of 10%
C12Esg, 100 pl of 10% egg yolk phospholipids in the form of sonicated
liposomes prepared as described in ref. [27], 10 mM L-carnitine,
20 mM Hepes/Tris (pH 6.0) in a final volume of 700 p.l. After vortex-
ing, this mixture was passed 15 times through the same Amberlite
column (0.5cm diameter x 3.0cm height) preequilibrated with
a buffer containing 20 mM Hepes/Tris (pH 6.0) and 10mM L-
carnitine. All the operations were performed at 4°C, except the
passages through Amberlite, which were carried out at room tem-
perature.

2.3. Transport measurements

To remove the external substrate, 550 .l of proteoliposomes
were passed through a Sephadex G-75 column (0.7 cm diame-
ter x 15cm height) preequilibrated with 20 mM Hepes/Tris (pH
6.0) and the appropriate concentration of sucrose to balance
the internal osmolarity. 550 .l of proteoliposomes were collected
from these columns and divided in aliquots (samples) of 100 1.
Transport was started by adding [3H]carnitine at the indicated
concentrations and 50 mM NacCl to the proteoliposomes samples
and stopped by adding 50 ..M mersalyl at the desired time inter-
val. In control samples the inhibitor was added at time zero
according to the inhibitor stop method [28]. The assay tempera-
ture was 25°C. Finally, each sample of proteoliposomes (100 1)
was passed through a Sephadex G-75 column (0.6cm diame-
ter x 8 cm height)in order to separate the external from the internal
radioactivity. Liposomes were eluted with 1 ml 50 mM NaCl and
collected in 4ml of scintillation mixture, vortexed and counted.
The experimental values were corrected by subtracting the respec-
tive control. The mersalyl-insensitive radioactivity associated to
the control samples was always less than 15% with respect to
the mersalyl-sensitive carnitine transport. In the experiments per-
formed in the presence of DTE, in which mersalyl could not be
used, 5mM arginine and 5mM tetraethylammonium were used
as inhibitor. This mixture inhibited the transport with efficiency
only slightly lower than mersalyl, i.e., the inhibitor-insensitive
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Fig. 1. Effect of omeprazole on the carnitine antiport mediated by the reconsti-
tuted transporter. Transport was measured as described in Section 2 adding 10 uM
[3H]carnitine and 50 mM NacCl at time zero to proteoliposomes containing 10 mM
carnitine in the absence (A, ®) or in the presence of activated (0J, o) or non-activated
(O) 30 uM omeprazole. In B and a, 2mM DTE was added 2 min before the trans-
port start. The transport reaction was stopped at the indicated times, as described
in Section 2. The values are means & S.D. from three experiments.

radioactivity associated to the control samples was always less
than 20% with respect to the inhibitor-sensitive carnitine trans-
port. It was verified that similar results were obtained using the
inhibition mixture instead of mersalyl in experiments performed
in the absence of DTE. For kinetic determinations, the initial rate
of transport was measured by stopping the reaction after 15 min,
i.e., within the initial linear range of [3H]carnitine uptake into the
proteoliposomes ([21] and see Fig. 1). Rate constants and kinetic
constants values were determined by the Grafit (version 5.0.3)
software.

For efflux measurements, the proteoliposomes containing
10mM carnitine were prelabelled by transporter-mediated
exchange equilibration before starting the transport assay [27].
This was achieved by incubating the proteoliposomes (550 1),
passed through Sephadex G-75 in order to remove the external
substrate (see above), with 1M [3H]carnitine at high spe-
cific radioactivity (50-60 wCi/nmol) in the presence of 50 mM
NaCl for 90min at 25°C. Then, the external radioactivity was
removed by passing again the proteoliposomes through Sephadex
G-75 as described above. Transport was started by adding
unlabeled external carnitine at the concentration indicated in
the legends to figures and stopped, at the appropriate time
interval, as described above. Efflux activity cannot be calcu-
lated as specific activity for methodological reasons [27]. It
was expressed as % residual intraliposomal radioactivity with
respect to the radioactivity present in the proteoliposomes at
time O.

To measure carnitine transport in intact brush border vesi-
cles, a procedure based on previously reported data [29] was
used. 10wl of brush borders prepared as described in Sec-
tion 2.2, were centrifuged at 13,000 x g for 5min at 4°C. To
equilibrate the vesicles with carnitine, the pellet was resus-
pended with 10 pl of a buffer containing 200 mM sucrose, 12 mM
Hepes/Tris (pH 6.0), 50mM NaCl and 2.5mM carnitine. After
60 min incubation, transport was started adding 90 .l of a buffer
containing 200 mM sucrose, 12 mM Hepes/Tris (pH 6.0), 50 mM
NaCl and carrier free [3H]carnitine, in order to reach a final con-
centration of 0.25mM of [3H]carnitine. Transport was stopped
at the indicated time by mersalyl and the internal radioactiv-
ity measured as described above for proteoliposomes. In these
experiments, the radioactivity equilibrium was reached at about
4 min.
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2.4. Acid activation of omeprazole

25 mM omeprazole in ethanol was diluted 10 fold in HCI 0.1 M
(pH 1.0). After 15 min incubation the pH was adjusted to pH 6.0 by
Tris powder.

2.5. Other methods

The protein concentration was determined by the modified
Lowry procedure [30].

3. Results
3.1. Inhibition of the carnitine transporter by omeprazole

The effect of omeprazole on the carnitine transporter recon-
stituted in liposomes was investigated. The transport activity was
measured as 10 uM [3H]carnitine uptake into proteoliposomes con-
taining 10 mM carnitine, (carnitine/carnitine homologous antiport)
in the presence of externally added omeprazole activated by prein-
cubation at pH 1.0 (see Section 2 and refs. [3,5]) or non-activated,
i.e., kept in a buffer at pH 7.0 before the use. The time course of
the carnitine transport is shown in Fig. 1. As previously described
[21], the accumulation of labelled carnitine in the proteoliposomes
depended on the time. It increased up to 1.7 nmol/mg protein at
90 min. 30 wM activated omeprazole strongly inhibited the trans-
port. At 15min about 80% inhibition was found. At 90 min the
transport was still inhibited by about 70%. Whereas the addition
of the non-activated compound had only a slight inhibitory effect.
The experimental data were interpolated in a first order rate equa-
tion from which the initial rate of transport was calculated as
the product of k and transport at equilibrium. The initial trans-
port rate in the presence or absence of omeprazole was 0.017 or

carnitine
HsC—O

omeprazole

(pro-drug)

HsC—O,
activated omeprazole
(sulfenic acid)
. 3 v

activated omeprazole HsC

(sulfenamide)

0.08 nmol min~! mg protein~1, respectively. The two forms of acti-
vated omeprazole have functional groups (see ref. [5] and Fig. 2)
that could react with Cys residues of the protein forming a mixed
disulphide, as it was previously found in the case of the gastric
H*/K*-ATPase [3-5]. One or more Cys SH group(s) of the carnitine
transporter are exposed towards the external side of the prote-
oliposomes, which corresponds to the extracytoplasmic side of
the transporter [21]. These functional groups could be involved
in the mechanism of inhibition by omeprazole via the formation
of a mixed disulphide. To evaluate this hypothesis the effect of
DTE, a disulphide reducing agent, on the inhibition was tested. The
addition of DTE after 30 min to the proteoliposomes treated with
activated omeprazole, led to partial recovery of the transport func-
tion, which was clearly evident at 90 min of transport: about 50% of
the activity was recovered respect to the inhibited sample. DTE had
virtually no effect when added to the control proteoliposomes, in
the absence of omeprazole. The effect of omeprazole on carnitine
transport was investigated also in intact brush border vesicles. In
this system the transport was measured as 0.25 mM 3[H]carnitine
transport in 2 min in vesicles preequilibrated with 2.5mM unla-
beled carnitine (see Section 2). As shown in Fig. 3, omeprazole
strongly inhibited the carnitine transport. DTE slightly inhibited
the activity of the control; when added to the omeprazole inhib-
ited samples, DTE led to a substantial recovery of the transport
function. The results on omeprazole inhibition and recovery of the
activity by DTE were similar in proteoliposomes and brush borders.
Some quantitative differences are due to differences in properties of
the experimental systems like the internal volume of the vesicles,
the number of transporters per vesicles, the possible presence of
interfering transport activities in brush border vesicles, which are
strongly reduced or eliminated in the proteoliposomes [21,24]. The
incomplete recovery of the transport function caused by DTE may
be interpreted by two possible hypotheses: (i) only a fraction of the
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Fig.2. Comparison among the structures of carnitine and omeprazole. Carnitine and different molecular forms of omeprazole are reported: the non-activated form (pro-drug)

and the activated sulfenic acid and sulfenamide (see ref. [5]).
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Fig.3. Effectof omeprazole onthe carnitine transportinintact brush border vesicles.
Transport was measured adding 250 wM [*H]carnitine and 50 mM NaCl at time zero
to brush border vesicles containing 2.5mM carnitine and stopped after 2 min as
described in Section 2. Activated omeprazole (30 wM) and/or DTE (30 wM) were
added where indicated by (+) 30 s before the transport. The values are means +S.D.
from three experiments.

transporter-omeprazole mixed disulphide linkage was reversed by
DTE and (ii) the unbound omeprazole was able to inhibit the trans-
porter via non-covalent interactions, as well. To discriminate the
inhibition of transport caused by covalent reaction (mixed disul-
phide formation) from that caused by non-covalent interaction,
the residual activity of the transporter was determined after incu-
bation of the proteoliposomes with the inhibitor and subsequent
removal of the excess compound which had not reacted with the
protein. To achieve this objective a strategy previously described
for other transporters [22,31] was adopted. After treatment with
omeprazole, the proteoliposomes were passed through Sephadex
G-75 columns and, then, the transport activity was measured. Fig. 4
shows the results of the experiment. Proteoliposomes incubated
with 30 WM omeprazole showed a clear inhibition of transport of
80% at 15 min and 48% at 90 min, respectively. The inhibition was
due to the omeprazole which could not be removed by the size
exclusion chromatography, i.e., was covalently bound (by mixed
disulphide) to the transporter. Differently, no inhibition was found,
in proteoliposomes treated with DTE before the passage through
Sephadex G-75, indicating that all the inhibitor had been removed
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Fig. 4. Effect of covalently bound omeprazole on the carnitine antiport mediated
by the reconstituted transporter. Proteoliposomes were incubated with activated
30 wM omeprazole (O, a) or with buffer alone (A, W). After 2min 2mM DTE (H,
A) was added. After 2 min all the proteoliposome samples were passed through
Sephadex G-75 columns as described in Section 2. Then, transport was started
adding 10 M [>H]carnitine and 50 mM NaCl at time zero to proteoliposomes con-
taining 10 mM carnitine and stopped at the indicated times, as described in Section
2. The values are means + S.D. from three experiments.
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Fig.5. Dependence on DTE of the transport activity of the reconstituted transporter.
DTE was added at the indicated concentrations to proteoliposome pretreated (@)
or not (O) with 30 wM activated omeprazole for 2 min. After 2 min transport was
started as described in Section 2 adding 10 uM [3*H]carnitine and 50 mM Nacl at
time zero to proteoliposomes containing 10 mM carnitine. The transport reaction
was stopped at 15 min, as described in Section 2. The values are means + S.D. from
three experiments.

by the chromatography after the reaction with DTE, i.e., all the
disulphide omeprazole-protein linkages had been reversed. Also
in this case a control was performed adding DTE to the sample
without inhibitor: no variation of transport activity was observed
in comparison with the control, without omeprazole and DTE. The
experiments described clearly showed that activated omeprazole
covalently interacts with the transporter. The complete removal of
inhibition by DTE demonstrated that a mixed protein—-omeprazole
disulphide was involved in the covalent inhibition. However, the
data of Fig. 1 showed that the inhibition of the transporter was
still evident after the disulphide cleavage by DTE, if the unbound
inhibitor had not been removed from the proteoliposomes. This
was in favour of the hypothesis of the occurrence of a non-covalent
interaction of omeprazole with the transporter, as well. To verify
this hypothesis, the dependence of the reversal of the inhibition
on the concentration of DTE was studied. As shown in Fig. 5 the
transport activity was recovered upon the addition of DTE in a con-
centration dependent manner. However, the maximal recovery of
transport, observed at DTE concentrations above 5 mM, was lower
than the control. The difference represented the fraction of inhibi-
tion by omeprazole due to non-covalent reaction which was lower
than that caused by the covalent reaction (given by the difference
of the transport at 5-10 mM and O mM DTE). If an aliquot of prote-
oliposomes treated with 5 mM DTE was passed through Sephadex
G-75 columns as described for Fig. 4, the transport activity was
completely recovered (not shown, but see Fig. 4).

3.2. Kinetics of the inhibition of the carnitine transporter by
omeprazole

To characterize the effect of omeprazole caused by the two
different mechanisms of interaction with the transporter, kinetic
experiments were performed in the absence or presence of DTE.
The reducing agent was used at the concentration of 5mb, i.e.,
leading to the maximal recovery of transport activity (see Fig. 5).
The dependence of the inhibition on the concentration of omepra-
zole was studied. The antiport rate, measured as uptake of 10 uM
[3H]carnitine into proteoliposomes containing 10mM carnitine,
was determined in the presence of increasing concentration of
the pharmacological agent. The dose-response curves obtained
are shown in Fig. 6. Nearly complete inhibition of the trans-
port was observed at 100 WM omeprazole in the absence of DTE;
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Fig. 6. Dose-response curves for the inhibition of the reconstituted transporter
by omeprazole. Transport was measured as described in Section 2 adding 10 uM
[3H]carnitine and 50 mM NaCl together with the indicated concentrations of acti-
vated omeprazole at time zero to proteoliposomes containing 10 mM carnitine in
the absence (O) or in the presence (®) of 5mM DTE. The transport reaction was
stopped at 15 min, as described in Section 2. Percent residual activity with respect
to the control is reported. The values are means + S.D. from three experiments.

the calculated IC5¢ from 3 experiments was 5.7+0.23 wM. The
same experiment was performed adding omeprazole to the pro-
teoliposomes in the presence of DTE. Under this condition, the
pharmacological agent could not covalently bind the transporter
(see Section 3.1). The inhibition was less pronounced, with an ICsq
of 20.4 + 4.0 wM. On the contrary, the pharmacological agent had a
very low if any effect when added to the proteoliposomes with-
out activation by acid treatment (not shown and see Fig. 1). To
gain further insights into the mechanism of inhibition of the car-
nitine transport, inhibition kinetic studies were performed. The
dependence of the antiport rate on the extraliposomal carnitine
concentration in the absence or presence of two different concen-
trations of omeprazole was studied. The data, analysed in double
reciprocal (Lineweaver-Burk) plot (Fig. 7A), were interpolated by
three straight lines which showed a common intersection point
close to the abscissa. This behaviour is typical of non-competitive
inhibition. The half saturation constant of the transporter for the
inhibitor (K;) was derived from the plot. The average value of the K;
from three different experiments was 5.2 & 1.2 wM. A similar exper-
iment was performed in the presence of DTE. The data, analysed in
double reciprocal plot (Fig. 7 B), were interpolated by three straight
lines that, differently from the previous experiment, showed a com-
mon intersection close to the ordinate, indicating a competitive
type of inhibition. The half saturation constant of the transporter
for the inhibitor (K;) was derived from the plot. The average value
calculated from three different experiments was 14.6 £ 1.9 wM. The
experimental data of Fig. 7B plotted according to the method of
Dixon [32] (not shown) confirmed a complete competitive inhibi-
tion, which differs from partially competitive inhibition and gives
linear dependence in Dixon plot [22,23,31,32]. The effect of the
presence of carnitine (protection) during the incubation with the
inhibitor in the absence of DTE was investigated. The incubation
of the proteoliposomes with 20 wuM omeprazole in the absence of
carnitine led to inhibition of about 30%. If 1 mM or 15 mM carni-
tine was present during the incubation, surprisingly, the inhibition
increased to about 50 and 70%, indicating that the carnitine binding
facilitated the covalent reaction of omeprazole with the transporter
(Fig. 8).

The effect of omeprazole on the carnitine antiport on the inter-
nal side of the transporter could not be investigated in the absence
of DTE because in these experiments the pharmacological agent
had to be added to the reconstitution mixture. In this condition
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Fig. 7. Kinetic analysis of the inhibition of the reconstituted transporter by omepra-
zole. Transport was measured as described in Section 2 adding [>H]carnitine at the
indicated concentrations and 50 mM NaCl at time zero to proteoliposomes contain-
ing 10mM carnitine in the absence (A) or in the presence (B) of 5mM DTE. The
experimental data were plotted according to Lineweaver-Burk as reciprocal trans-
portrate vs reciprocal carnitine concentrations in the absence (O) or in the presence
of (A) 6 M (@) and 12 uM (M) activated omeprazole, (B) 12 uM (®) and 24 M (W)
activated omeprazole. The transport reaction was stopped at 15 min, as described
in Section 2. The values are means + S.D. from three experiments.
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Fig. 8. Influence of substrate on the inhibition of the reconstituted transporter by
omeprazole. Reconstituted proteoliposomes were treated as described in the fig-
ure before the transport assay: carnitine at the concentrations (mM) in brackets
and/or activated omeprazole (20 M) were added to proteoliposome samples where
indicated by (+). All samples were then passed through Sephadex G-75 columns to
remove the unreacted inhibitor and substrate; transport was measured as described
in Section 2 adding 10 mM carnitine and 50 mM NacCl to proteoliposomes containing
10 mM carnitine. The transport reaction was stopped at 15 min, as described in Sec-
tion 2. Percent residual activity with respect to the control is reported. The values
are means + S.D. from three experiments.
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Fig. 9. Time course of [3H]carnitine efflux from proteoliposomes mediated by the
reconstituted transporter in the presence of external omeprazole. Proteoliposomes
were prelabelled by transporter-mediated exchange equilibration (see Section 2).
After the second passage through Sephadex G-75 columns transport was measured
as described in Section 2 in the presence of external 50 mM NaCl adding 0.5 mM
carnitine (), 0.5 mM activated omeprazole (W), 0.5 mM activated omeprazole plus
5mM DTE (added 2 min before the transport start) (A) or buffer alone (O). The
transport reaction was stopped at the indicated times, as described in Section 2. The
values are means 4 S.D. from three experiments.

the activated omeprazole could react with any of the Cys residues
of the transporter before the reconstitution, i.e., before the inser-
tion of the protein in the membrane. Thus the effect of omeprazole
on the internal side was investigated in the presence of DTE, i.e.,
under condition in which omeprazole could not react covalently
with the transporter. In this experiments the compound was added
in the reconstitution mixture together with DTE and then removed
from outside by Sephadex G-75 chromatography (see Section 2).
The antiport rate was measured in the presence of various concen-
tration of internal omeprazole. No significant effect was observed
in the concentration range from 1 wM to 1 mM internal omeprazole
(not shown).

3.3. Investigation of omeprazole transport

According with the interaction of the omeprazole with the
substrate binding site, the carnitine transporter might mediate
the transport of omeprazole. Since this transporter works by an
antiport mode, the transport of the pharmacological agent can
be evaluated using it as countersubstrate of [3H]carnitine. This
strategy has been previously adopted to study the transport of car-
nitine analogues by the reconstituted OCTN2 transporter [21,24].
To this aim, proteoliposomes were loaded with [3H]carnitine by
transporter-mediated exchange equilibration (see Section 2). After
this procedure the proteoliposomes contained internal 10 mM
[3H]carnitine. Then, 0.5 mM carnitine, or 0.5 mM omeprazole was
externally added to the preloaded proteoliposomes, in the presence
of 50 mM NaCl. The addition of unlabelled carnitine caused efflux
of the internal radioactivity due to the [3H]carnitine;,/carnitineoyt
antiport; on the contrary nearly no variations of internal radioac-
tivity were observed after the addition of external omeprazole both
in the presence or absence of DTE (Fig. 9). The small decrease
of intraliposomal radioactivity was comparable to that found in
the absence of external substrate. These data indicated that the
pharmacological agent could not be transported from outside to
inside the proteoliposomes in exchange for internal [3H]carnitine.
In another experiment the uptake of [3H]carnitine into proteolipo-
somes containing 1.5 mM omeprazole was studied in comparison
with proteoliposomes containing 1.5 mM internal carnitine. In this
experiment carnitine was used a lower concentration respect to the
other experiments for comparison with since omeprazole, which

could not be included in the proteoliposomes at concentrations
above 1.5 mM. The radioactivity accumulation in the proteolipo-
somes containing omeprazole was comparable to that found in
the absence of intraliposomal substrate and much lower than the
radioactivity accumulated in the proteoliposomes containing inter-
nal carnitine, indicating that the omeprazole was not transported
from inside to outside (not shown).

4. Discussion

In the present study, the proteoliposome system reconstituted
with the carnitine transporter of kidney apical plasma membrane
has been used as a model for the investigation, at the molecular
level, of the interaction of omeprazole with the OCTN2 transporter.
The reconstituted transport system was previously functionally
identified with OCTN2. In proteoliposomes it was shown that
the carnitine transporter contains thiol groups of Cys which are
exposed towards the extracellular environment [21], in agree-
ment with the secondary structure prediction of OCTN2 [9]. Thus,
omeprazole could interact with the exposed Cys residue(s) of the
reconstituted carnitine transporter. Indeed, the experimental data
described in this work showed for the first time that omepra-
zole interacts with the carnitine (OCTN2) transporter leading to
strong inhibition of its transport function. This inhibition was
observed also in intact brush border vesicles, supporting the pre-
viously reported observation [21], that the transporter is inserted
in the proteoliposomes with the same orientation of the native
membrane. The finding that the orientation of the transporter in
proteoliposomes in only right side-out [21], may be explained by
the formation of mixed micelles of protein, detergent and phos-
pholipids, as the starting step in the reconstitution procedure used.
The relatively small radius of the micelles may force all the trans-
porter molecules, which are asymmetrical, to assume the same
orientation [21,26,27]. After more detailed functional and kinetic
analyses it was found that omeprazole interacts with the carnitine
transporter with a double action mechanism. The pharmacologi-
cal agent reacts covalently with Cys residues, as it was previously
found in the case of other membrane proteins [1-4,7,8], with a rela-
tively high affinity. The inhibition, when kinetically analyzed, gave
anon-competitive pattern of straight lines in Lineweaver-Burk plot,
according to a covalent mechanism of inhibition. The IC5q (5.7 wM)
and the K; (5.2 wM) values were very similar, as it occurs in the
case of non-competitive inhibition. In addition, omeprazole inhib-
ited the transporter with a different type of interaction that did not
involve covalent binding. This was evidenced in experiments per-
formed in the presence of DTE, an S-S reducing agent. The inhibition
caused by non-covalent interaction accounted for about 50% of that
given by covalent interaction (see Fig. 5). This inhibition has also
been kinetically analysed. The competitive pattern found in this
case, indicated that the pharmacological agent interacted with the
substrate binding site. The affinity of the transporter for omeprazole
in this type of interaction was much lower than that observed in the
case of covalent interaction. Thus, under experimental condition
in which the covalent interaction was favored, the kinetic analysis
led to purely non-competitive patterns. The ICs¢ and K; were both
higher than those observed for the non-competitive type of inhibi-
tion. The interaction via non-covalent binding with the active site
of the transporter can be interpreted in the light of the compari-
son of the structure of activated omeprazole with that of carnitine
(Fig. 2) and taking into account the functional groups which have
been found to be essential for the interaction of the transporter with
ligands i.e., a tri-substituted charged amino group (ammonium)
and a carboxylic group [20,21,33,34]. In addition, using the recon-
stituted system, it was found that the distance between the two
essential groups is not important and that molecules which lack
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one or more methyl-amino groups or one of the carboxyl oxygen,
can interact and inhibit the transporter but cannot be transported
[21]. The activated (but not the non-activated) forms of omepra-
zole possess a charged pyridine group and a methoxyl oxygen at a
reciprocal distance of three carbon atoms which fulfill the require-
ment for interaction with the active site and inhibition but not for
transport. Indeed omeprazole inhibits but is not transported. The
competitive inhibition is less efficient than the inhibition caused by
the covalent binding; however, the K; of about 16 M, is lower than
the K, of the reconstituted transporter for carnitine (see Fig. 7 and
ref. [21]), indicating a comparable or higher affinity of the trans-
porter for omeprazole than for the physiological substrate. This
could be explained by the presence in the protein of a site for the
substrate binding, which is larger than the size of carnitine. Amino
acid residues of hydrophobic or hydrophilic nature in this bind-
ing site could interact with functional groups of omeprazole which
are not present in the carnitine molecule. The interactions stabi-
lize the binding of omeprazole with the transporter leading to a
comparable or increased affinity respect to carnitine. These interac-
tions, however, force the transporter in a rigid conformation which
could not undergo the structural changes necessary for the exposi-
tion of the active site towards the opposite side of the membrane.
In agreement with this interpretation omeprazole did not inhibit
when added to the internal proteoliposomeal compartment, i.e., to
the internal side of the transporter. This is also in agreement with
the functional asymmetry of the carnitine transporter [21]. As pre-
viously described, the Ky, for internal carnitine was one order of
magnitude higher than the external one. Furthermore, a structural
asymmetry was also hypothesized on the basis of the hydropa-
thy analysis of the OCTN2 transport protein, which predicted the
existence of a large hydrophilic loop only on the external side of
the protein [9]. It has to be stressed that the internal proteolipo-
some side of the transporter corresponds to the intracellular side
[21].

The finding of non-competitive inhibition is typical of inhibi-
tion given by covalent reaction of the inhibitor with the protein
even in the case of interaction of the inhibitor with the substrate
binding site [35,36]. Indeed, the presence of the competitive inhi-
bition demonstrates that the inhibitor interacts with the substrate
binding site. In the light of these considerations, the SH group(s)
responsible for the inhibition may be located either far or close to
the substrate binding site. In this last case protection by the sub-
strate of the omeprazole covalent reaction should be expected. On
the contrary, carnitine facilitates the binding of the inhibitor. Very
probably the SH group responsible for the inhibition is not located
in the active site, but is in its proximity. The binding of carnitine
to the active site induces conformational changes leading to an
increase of exposition of the SH group which is facilitated to react
with omeprazole.

The implication of the two mechanisms of inhibition of the
carnitine transporter in physiopathology may be relevant in the
light of the omeprazole concentration of about 8 wM reached in
the blood 30min after the oral administration of the pharma-
cological compound [37]. This concentration is higher than the
IC5q of the transporter for omeprazole under the non-competitive
conditions of reaction and is not very far from the ICsy of the
competitive interaction. Furthermore, higher concentrations may
be reached by the pharmacological compounds in some tissues
and especially in the lumen of the gastro-intestine treat. As known,
the OCTN2 transporter is expressed in several tissues like the
intestine and the liver besides the kidney. Its function is essential
in the carnitine homeostasis, as demonstrated by the derangement
of the homeostasis caused by defects of the OCTN2 gene. These
defects known as primary carnitine deficiencies are characterized
by encephalopathy, respiratory distress due to cardiomyopa-

thy, cardiomegaly, metabolic derangement, hyperammonemia,
hypoglycemia, mild lipidemia, mild hypercholesterolemia, mus-
cle weakness and myopathy, vomiting [38-40]. The inhibition
by omeprazole following the pharmacological administration
may lead to a deficiency-like syndrome more or less evident,
depending on the dose of administration and on the individual
capacity of metabolizing the drug, as observed in the case of
other drugs [19]. Indeed, symptoms like stomach pain, dizzi-
ness, difficult breathing, muscle spasm, tightening and cramping
are described as side effects of omeprazole [see on the WEB:
http://dailymed.nlm.nih.gov/dailymed/druginfo.cfm?id=4761].
These symptoms mimic, in a milder form, those described
for the primary carnitine deficiency, as found also for other
pharmacological interactions [41,42].
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Abstract

The OCTN2 cDNA amplified from human skin fibroblast was cloned in pET-41a(+) carrying the
glutathione S-transferase (GST) gene. The construct pET-41a(+)-hOCTN2 was used to express the
GST-hOCTNZ2 fusion protein in E. coli Rosetta(DE3)pLysS. The best over-expression was obtained
after 6 h of induction with IPTG at 28°C. The GST-hOCTN2 polypeptide was collected in the
insoluble fraction of the cell lysate and showed an apparent molecular mass on SDS-PAGE of 85
kDa. After solubilization with a buffer containing 0.8 % Sarkosyl and 3 M urea the fusion protein
was applied onto a Ni**-chelating chromatography column. The purified GST-hOCTN2 was treated
with thrombin and the hOCTN2 was separated from the GST by size exclusion chromatography.
After the whole procedure a yield of about 0.2 mg purified protein per litre of cell culture was
obtained. To improve the protein yield, hOCTN2 cDNA was subjected to codon bias. The second
codon CGG was substituted with AAA; the substitution led to the mutation R2K in the hOCTN2
protein. hOCTN2(R2K) cDNA was cloned in pET-21a(+) carrying a C-terminal 6His tag. The
resulting protein was expressed in E. coli Rosetta(DE3)pLysS and purified by Ni**-chelating
chromatography. A yield of about 3.5 mg purified protein per litre of cell culture was obtained with
this procedure.

1. Introduction

Membrane proteins represent a significant fraction of proteomes of all organisms (1). Among the
membrane proteins, transporters play essential roles in living organisms since they are involved in
nutrient uptake, elimination of catabolites and regulation of the homeostasis of several cofactors and
metabolites. That transport systems are essential for life is demonstrated by the occurrence of severe
pathologies, which are caused by defects of transporter coding genes (2-7). The chemico-physical

properties of membrane proteins, like insolubility in water and propensity to aggregate, make them
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difficult to handle. These properties limit both functional and structural studies of transporters and,
in general, of membrane proteins. One of the main challenge of the study of membrane proteins
from mammals, is the difficulty in heterologous expression. This problem is more evident in
bacterial hosts which, indeed, are the most suitable to obtain large scale preparations of proteins for
structural studies (8). Recently, the over-expression in E. coli of the human OCTNL1 transporter was
obtained (9) with a yield of 3 mg purified protein per litre of cell culture. This transporter belongs to
a small protein subfamily whose members, OCTN1, OCTN2 and OCTN3 have been identified only
in higher mammals (10); OCTN3 has still not been identified in H. sapiens. The OCTN2 member of
the subfamily is the most widely characterized at the functional level. After studies in brush-border
vesicles (11), this transport system has been cloned and functionally characterized in intact cell
systems expressing the transport protein in minute amount (10, 12). It catalyses a sodium-dependent
carnitine transport which is inhibited by acylcarnitines, betaine, choline and tetraethylammonium.
The carnitine OCTNZ2 transporter extracted from rat kidney has also been studied in
proteoliposomes, in which the functional aspects found in cells have been confirmed and novel
properties have been revealed (13). Using SH specific chemical reagents in the reconstituted
system, it has been found that the OCTNZ2 transporter possesses extra cytoplasmic Cys residues.
One or more of these residues represent the target of omeprazole which inactivates the transporter;
this finding explains some of the side effects of the drug (14). OCTN2 is widely expressed in
several tissues and, hence, it is involved in the regulation of the homeostasis of carnitine in
mammals. Defects of the OCTN2 gene have been reported to be the cause of primary carnitine
deficiency, a syndrome characterized by several symptoms including cardiomyopathy, progressive
muscle weakness and non ketotic hypoglycemia (3). It is of great interest to obtain the over-
expression of the human orthologue of OCTN2 and its large scale purification to allow structural

studies and further functional analysis of the protein to define its role in metabolism and



relationships with pathologies. To express the transport protein in large scale, different strategies
were employed, which are described in this work.

2. Materials and Methods

2.1. Materials.

All chemicals, HIS-Select® Nickel Affinity Gel (P6611) and the Anti-His antibody (*Monoclonal
Anti-polyHistidine-Peroxidase antibody produced in mouse™ A7058) were from Sigma—Aldrich,
PET vectors, E. coli Rosetta(DE3) and RosettaGami2(DE3)pLysS and other strains from Novagen,
E. coli C41(DE3), C43(DE3), BL21(DE3) from Lucigen, restriction endonucleases, other cloning
reagents from Fermentas, Profinity IMAC resin Ni**charged resin from BioRad.

2.2. Cloning of cDNA coding for hOCTN2.

Total RNA was isolated from primary human fibroblasts and reverse-transcribed. The 1674 bp
cDNA corresponding to the encoding sequence for hOCTN2 (GenBank NM_003060) was
amplified using the forward and reverse primers 5'- ATGCGGGACTACGACGAGGTGACCG-3'
and 5- TTAGAAGGCTGTGCTTTTAAGGATT-3', respectively. The amplified cDNA sequence
was verified. Sequencing was performed three times by ABI 310 automated sequencer Applied
Biosystems. The full length cDNA coding for hOCTN2 was amplified using the forward and
reverse primers 5- GCGGATCCATGCGGGACTACGACGAG-3'and 5'-
CCCAAGCTTTTAGAAGGCTGTGCTTTT-3', containing the BamHI and Hindll1 sites,
respectively and cloned in the BamHI/HindlIl11 sites of the pET-41a(+) expression vector. The
resulting recombinant plasmid, defined as pET-41a(+)-hOCTN2, encoded a fusion protein
corresponding to the hOCTNZ2 carrying the extra N-terminal sequence containing the GST tag, 6His
tag and a S tag.

2.3. Expression of recombinant GST-hOCTN2 protein in E. coli and purification.



To obtain the recombinant hOCTNZ2 protein, the expression host E. coli Rosetta(DE3)pLysS was
transformed with the pET-41a(+)-hOCTN2 construct by calcium chloride treatment. Selection of
transformed colonies was performed on LB-agar plates containing 30 pg/mL kanamycin and 34
pg/mL chloramphenicol. Cells carrying the recombinant plasmid were inoculated in 100 mL of 2x
YT medium (1.6% Bacto peptone, 1% Bacto yeast extract, 0.5% NaCl, pH 7.0) supplemented with
30 pg/mL kanamycin and 34 pg/mL chloramphenicol, 1M sorbitol, 2.5 mM betaine and cultured
overnight at 37 °C with rotary shaking (~ 200 rpm). 50 mL aliquot of the cell culture was
transferred to 0.5 L of fresh 2x YT medium supplemented with 30 pg/mL kanamycin and 34 pg/mL
chloramphenicol, 1M sorbitol, 2.5 mM betaine and in the middle of the logarithmic phase (0.5-0.7
O.D. at 600 nm wavelenght), 0.4 mM IPTG was added to induce the expression of the recombinant
protein and the temperature was lowered to 28 °C. In all the cases, after the induction two aliquots
of 0.25 L each of cells were grown at 28 °C and 37 °C, respectively. Every two hours, fractions of
50 ml were harvested by centrifugation at 3,000g for 10 min at 4 °C and the pellet stored at -20 °C.
The bacterial pellet (about 0.4 g wet weight) was thawed on ice for 15 min and resuspended in 5 mL
20 mM Hepes/Tris pH 7.5 supplemented with 20 pL of protease inhibitor cocktail (P8849, Sigma—
Aldrich) and 0.5mM PMSF. Cells were disrupted by mild sonication at 4 °C (10 min in pulses of 1 s
sonication, 1 s intermission). The soluble and the insoluble cell fractions were separated by
centrifugation of the cell lysate at 12,0009 for 30 min at 4 °C. The protein patterns of the cell lysate
fractions were analyzed by SDS-PAGE. The insoluble fraction obtained as described above, was
incubated for 15 min at 20 °C and 1000 rpm in Eppendorf thermomixer in 100 mM DTE and then
solubilized with a buffer containing 3 M urea, 0.8 % Sarkosyl, 200 mM NaCl, 10% glycerol, 10
mM Tris/HCI pH 8.0 and centrifuged at 12,000 g for 10 min at 4 °C. The resulting supernatant was
applied onto a column filled with Profinity IMAC Ni?*charged resin (0.5 cm diameter, 2.5 cm

height) pre-conditioned with 5 ml of a buffer containing 0.1 % Sarkosyl, 200 mM NacCl, 10%



glycerol, 10 mM Tris/HCI pH 8.4. The elution was performed with 3 ml of a buffer containing 0.1
% Triton X-100, 200 mM NacCl, 10% glycerol, 5 mM DTE, 10 mM Tris/HCI pH 8.4 and then 3 ml
of the same buffer containing 50 mM imidazole. 12 fractions of 1 ml were collected. The purified
protein was eluted in the fraction 10. 1 ml of 10™ fraction containing about 120 pg of the purified
hOCTN2-GST protein was incubated with 0.1 U thrombin at 25°C for 4 h at 1000 rpm in
Eppendorf thermomixer.

2.4. Expression of recombinant hOCTN2(R2K) protein in E. coli and purification.

To clone the full length hOCTN2 cDNA in the Ndel/Xhol sites of the pET-21a(+) expression
vector, the Ndel restriction site of hOCTNZ2 at 1159 position we firstly removed by site-directed
mutagenesis using the following forward and reverse primers 5°-
TTGAAGTCCCAGCATACGTGTTGGCCT-3’, 5’- AGGCCAACACGTATGCTGGGACTTCAA-
3’, respectively which do not carry any amino acid mutation. Then, the cDNA was amplified with
the forward and reverse primers 5-GGGAATTCCATATGAAAGACTACGACGAGGTG-3'and 5'-
CCGCTCGAGGAAGGCTGTGCTTTTAAGGAT-3', containing the Ndel and Xhol respectively.
The resulting recombinant construct, pET-21a(+)-hOCTN2(R2K), encoded a fusion protein
corresponding to the hOCTNZ2 carrying the mutation R2K and the extra C-terminal sequence 6-His
tag. To obtain the recombinant hOCTN2 protein, the expression host E. coli Rosetta(DE3)pLysS
was transformed with the pET-21a(+)-hOCTN2(R2K) plasmid by calcium chloride treatment.
Selection of transformed colonies was performed on LB-agar plates containing 100 pg/mL
ampicillin and 34 pg/mL chloramphenicol. Cells carrying the recombinant plasmid were inoculated
in 100 mL of 2x YT medium (1.6% Bacto peptone, 1% Bacto yeast extract, 0.5% NaCl, pH 7.0)
supplemented with 100 pg/mL ampicillin and 34 pug/mL chloramphenicol, and cultured overnight at
37 °C with rotary shaking (~ 200 rpm). 50 mL aliquot of the cell culture was transferred to 0.5 L of

fresh 2x YT medium supplemented with 100 pg/mL ampicillin and 34 pg/mL chloramphenicol and
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in the middle of the logarithmic phase (0.5-0.7 O.D. at 600 nm wavelenght), 0.1 mM IPTG was
added to induce the expression of the recombinant protein and the temperature was lowered to
28°C. Every two hours, fractions of 50 ml were harvested by centrifugation at 3,000g for 10 min at
4°C and the pellet stored at -20 °C. The bacterial pellet (about 0.4 g wet weight) was thawed on ice
for 15 min and resuspended in 5 mL 20 mM Hepes/Tris pH 7.5 supplemented with 20 pL of
protease inhibitor cocktail (P8849, Sigma—Aldrich) and 0.5mM PMSF. Cells were disrupted by
mild sonication at 4 °C (10 min in pulses of 1 s sonication, 1 s intermission). The soluble and the
insoluble cell fractions were separated by centrifugation of the cell lysate at 12,000g for 30 min at 4
°C. The protein patterns of the cell lysate fractions were analyzed by SDS-PAGE. The insoluble
fraction obtained as described above, was incubated for 15 min at 20 °C and 1000 rpm in Eppendorf
thermomixer with 100 mM DTE and then solubilized with a buffer containing 3 M urea, 0.8 %
Sarkosyl, 200 mM NaCl, 10 % glycerol, 10 mM Tris/HCI pH 8.0. The sample was centrifuged at
12,000 g for 10 min at 4 °C. The resulting supernatant was applied onto a column filled with His-
select Ni**-chelating affinity gel (0.5 cm diameter, 2.5 cm height) pre-conditioned with 5 ml of a
buffer containing 0.1 % Sarkosyl, 200 mM NaCl, 10% glycerol, 10 mM Tris/HCI pH 8.0. The
elution was performed with 3 ml of a buffer containing 0.1 % Triton X-100, 200 mM NaCl, 10%
glycerol, 5 mM DTE, 10 mM Tris/HCI pH 8.0, then 3 ml containing 100 mM imidazole of the same
buffer. 15 fractions of 1 ml were collected. The purified protein was eluted in the fraction 14.

2.5. Other methods.

Protein concentration was measured by the method of Lowry, modified for the presence of
detergents (16). Proteins were separated by SDS-PAGE on 12% polyacrylamide gels performed
according to Laemmli (17), using the Hoefer SE260 mini-vertical unit and stained by Coomassie-
brilliant blue. Quantitative evaluation of Coomassie-stained protein bands was carried out using the

Chemidoc imaging system equipped with Quantity One software (Bio-Rad).



3. Results.

3.1. Expression of the GST-hOCTN2 construct.

The 1674 bp hOCTN2 cDNA was amplified from total human skin fibroblast RNA using forward
and reverse primers constructed on the 5' and 3' ends of the hOCTN2 cDNA (GenBank
NM_003060). The amplified cDNA showed an electrophoretic mobility on agarose gel
corresponding to about 1700 bp, very close to its theoretical size. Upon sequencing, no mutations
were found in the cDNA as compared to the deposited hOCTN2 sequence (not shown). To
determine whether hOCTNZ2 could be expressed in E. coli, different vectors and host bacterial
strains were used and the experimental conditions were varied. The isolated cDNA was amplified
and cloned in the vectors pET-28a(+), pMWT7, pH6EX3 and pET-22b(+). However, the
recombinant plasmids containing the hOCTNZ2 did not lead to any detectable expression of the
protein in the E. coli strains: Rosetta(DE3)pLysS, RosettaGami2(DE3)pLysS, C41(DE3),
C43(DE3) and BL21(DE3). Thus, a different strategy was employed. The hOCTN2 was inserted in
the pGEX-4T1 plasmid carrying the glutathione S-transferase (GST) gene to obtain a construct
GST-hOCTN2 with improved solubility which could be purified under native condition on
glutathione-agarose affinity resin. The recombinant plasmid was expressed in E. coli Rosetta(DE3).
The cell lysates obtained under different conditions were separated in the soluble and the insoluble
fractions by centrifugation. However, the presence of an expression product analyzed on SDS-
PAGE, was observed only in the insoluble fractions (not shown). The protein in the insoluble state
needed to be solubilized with denaturing detergents such as Sarkosyl or SDS which would denature
also the GST tag impeding the purification. Thus, a similar strategy was adopted using the pET-
41a(+) vector which allowed us to insert also a 6His tag between the GST and hOCTN2 to perform
the purification on Ni?*-chelating resin under denaturing conditions (9). The construct pET-41a(+)-

GST-hOCTN2 was used to transform Rosetta(DE3)pLysS strain. To optimize the expression of



GST-hOCTNZ2, the time after induction by IPTG and the growth temperature were varied. The cell
lysates obtained under the different conditions were separated in the soluble and the insoluble
fractions by centrifugation. On SDS-PAGE, A heavily stained protein band was observed after
induction by IPTG, in the insoluble fraction (inclusion bodies) which was absent in the uninduced
lysate (Fig. 1). The amount of protein increased with the time up to 6 h of induction. The best
enrichment of the expressed protein with respect to the bacterial ones was obtained at 28 °C and 0.4
mM IPTG after 6 h; no further increase of expression was observed at longer times of induction
(not shown). The apparent molecular mass was 85 kDa, lower than the theoretical molecular mass
of the construct GST-hOCTNZ2, 95043 Da calculated on the basis of the amino acid composition
(see section 2.5). The over-expressed protein was identified as GST-hOCTN2 (see Fig. 2 lane 5).
3.2. Purification of the expressed GST-hOCTNZ2.

The GST-hOCTNZ2 expressed protein was solubilized with Sarkosyl as previously done for
hOCTNL1 (9). The minimal concentration of Sarkosyl which was still effective in solubilizing the
expressed protein was 0.8 %. Whereas the protein was not soluble in non ionic detergents like
Triton X-100 and Cy,Eg (not shown). The protein pellet (Fig. 1 lane 4) was solubilized with a buffer
containing 0.8 % Sarkosyl, 3 M urea, 8 MM DTE (see Materials and Methods). The solubilized
protein was loaded onto a Ni**-chelating column. After washing with a buffer containing 20 mM
Tris/HCI pH 8.5, 0.1 %Triton X-100, 200 mM NaCl, 5 mM DTE virtually all the proteins of
bacterial origin were removed. Then the GST-hOCTN2 was eluted with the same buffer added with
50 mM imidazole; it resulted as a single protein band on SDS-PAGE (Fig. 2, lane 1), which was
identified by immunodecoration with anti-His antibody (Fig. 2, lane 5). The GST-hOCTN2 in the
purified fraction was enriched about 10 folds with respect to the cell lysate.

3.3. Thrombin treatment and separation of hOCTN2.



The purified GST-hOCTNZ2 fusion protein was subjected to thrombin treatment. The time of
digestion was optimized to obtain the complete cleavage of the fusion protein. As shown in Fig. 2,
after 3 h most of the OCTNZ2 had been cleaved and after 4 h the cleavage was complete (Fig. 2 lane
4). To separate the OCTN2 protein from the GSH polypeptide the cleaved fraction was applied on a
size exclusion chromatography resin. As shown in Fig. 3 the two proteins were separated by this
procedure. After the entire procedure the yield of purified OCTN2 was 0.2 mg per litre of cell

culture (3.5 g of wet weight cells).

3.4. Expression and purification of hOCTN2(R2K).

To express the hOCTN2 without GST tag, a different strategy was employed. It was known that the
codon usage of E. coli is different from eukaryotic organisms (18). In particular, we have optimized
the second codon of the OCTN2 cDNA according to the most frequently occurring in E. coli genes.
The best compromise between a second codon frequently used by E. coli and the consequent amino
acid mutation was the substitution of the second codon of WT hOCTNZ2, CGG with AAA. By this
substitution the second amino acid was conservatively changed from Arg to Lys, which should not
lead to structure/function variation of the protein. The 1674 bp hOCTN2(R2K) cDNA was
amplified and cloned in the vector pET-21a(+) which inserted a 6His tag at the C-terminus of the
protein. The recombinant plasmid was expressed in E. coli Rosetta(DE3)pLysS. The cell lysates
obtained under different conditions were separated in the soluble and the insoluble fractions by
centrifugation. An heavy stained protein band on SDS-PAGE, was observed in the insoluble
fractions from IPTG induced cells, which was not present in non induced cell lysate (Fig. 4). The
best condition for expression was obtained after 4 h induction with 0.1 mM IPTG at 28°C. The
increase of IPTG to 0.4 or 1 mM and the increase of temperature led to reduction of expression (not

shown). The protein was solubilized from the insoluble fraction with Sarkosyl and Urea essentially
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as previously done for the GST-hOCTNZ2 construct, with the exception that the pH of the buffers
was pH 8.0. The solubilized protein was then purified on Ni?*-chelating with a procedure similar to
that used for the GST-hOCTN2 construct, except that 100 mM imidazole was used instead of 50
mM to achieve the elution of the protein. As shown in Fig. 5 the apparent molecular mass of the
purified protein was 54 kDa i.e., coincident with that of the protein obtained with the GST-
hOCTN2 construct after thrombin digestion. The hOCTN2 was identified by immunodecoration
with anti-His antibody both in the insoluble cell lysate and in the purified fraction. The protein yield
after the purification procedure was about 3.5 mg per liter of cell culture (3.5 g of wet weight cells).
4. Discussion

The reported results represent, to our knowledge, the first report of over-expression of the human
OCTNZ2 transport protein in bacteria. To obtain this goal the procedure previously used for the over-
expression of hOCTN1 was firstly attempted. Unfortunately, this procedure revealed not suitable
for hHOCTNZ2, in spite of the high identity between the two proteins. Thus, several different plasmids
and E. coli strains for cloning and expressing the hOCTN2 were also checked, but without any
success. Only the introduction of a GST tag at the N-terminal end of the hOCTNZ2 led to expression
of the protein. The construct GST-hOCTN2 could potentially be purified using glutathione-agarose
resin. However, such procedure could be performed only with native GST. But, the over-expressed
GST-hOCTNZ2 was recovered in the insoluble cell fraction which was solubilized only by
denaturing detergents. Thus, the purification procedure with glutathione-agarose resin could not be
performed with denatured GST. However, since the introduction of GST had revealed useful for the
expression of hOCTNZ2 a second construct was assembled which, besides GST, contained also a
6His tag which would be useful to purify the protein construct starting from a denatured state. The
new construct, which was over-expressed as well, could be purified also in the denatured state using

a Ni**-chelating resin. Indeed the over-expressed GST-hOCTN2 was successfully purified and,
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then, the hOCTN2 was separated from the GST by thrombin treatment and size exclusion
chromatography. Interestingly, the hOCTNZ2, which could be solubilized only with ionic detergents
from the cell lysate, became soluble in 0.1 % Triton X-100 after purification. This was most
probably due to the refolding of the protein, as previously described for the over-expressed
hOCTNL. The overall yield of this procedure was, however, not very high. The scarce recovery was
due, among other things, to the several steps required to obtain the hOCTN2. A completely different
strategy employing codon optimization was used to obtain the over-expressed protein without any
N-terminus tags. It was known that E. coli statistically uses selected second codons (18). Starting
from this observation we designed the mutation of the hOCTN2 cDNA to substitute the second
codon CGG with a triplet which is more frequent at second position of E. coli genes. The triplet
chosen was AAA resulting in a conservative substitution of the second amino acid of
hOCTNZ2(R2K). The mutated cDNA was highly expressed by E. coli Rosetta(DE3)pLysS. The
protein was then purified using the same procedure described for the construct GST-hOCTN2. The
yield of this procedure was much higher than that obtained with the previous construct. Also in this
case the purified hOCTN2 became soluble in 0.1 % Triton X-100.
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Legends to Figures.

Fig. 1. Expression of recombinant pET-41a(+)-hOCTN2 in E. coli Rosetta(DE3). Proteins were
separated by SDS-PAGE and stained as described in Materials and Methods. Lane M: molecular
mass markers: B-galactosidase (116 kDa), BSA (66 kDa), ovalbumin (45 kDa), lactate
dehydrogenase (35 kDa), REase BSP98I (25 kDa); lane 1, uninduced cell lysate (80 ug), lanes 2-4:
pellets of the insoluble fraction of cell lysate (80 ug), after 2 h, 4 h.and 6 h of IPTG-induction,
respectively.

Fig. 2. Purification and cleavage of the GST-hOCTNZ2 fusion protein. Proteins were separated by
SDS-PAGE and stained as described in Materials and Methods. Lane M: molecular mass markers
as in Fig. 1. Lane 1: purified GST-hOCTNZ2 fusion protein (8 ug); lane 2-4: protein fractions of

lane 1 after incubation with thrombin for 1, 3 or 4 h, respectively. Lane 5 3,3'-diaminobenzidine
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immunodetection by anti-His antiserum (1:1000) of PVDF membrane after Western Blotting of the
same protein fraction of lane 1.

Fig. 3. Purification of the expressed hOCTN2. Proteins were separated by SDS-PAGE and stained
as described in Materials and Methods. Lane M: molecular mass markers as in Fig. 1. Lane 1:
hOCTN2 protein (10 ug); lane 2 GST protein.

Fig. 4. Expression of recombinant pET-21a(+)-hOCTN2(R2K) in E. coli. Rosetta (DE3)pLysS.
Proteins were separated by SDS-PAGE and stained as described in Materials and Methods. Lane M:
molecular mass markers as in Fig. 1; lane 1, uninduced cell lysate (80 ug), lanes 2-4: pellets of the
insoluble fraction of cell lysate (80 ug), after 1 h, 2 h and 4 h of IPTG-induction, respectively.

Fig. 5. Purification of the hOCTN2(R2K) protein. Proteins were separated by SDS-PAGE and
stained as described in Materials and Methods. (A) lane M: molecular mass markers: BSA (66
kDa), carbonic anhydrase (30 kDa); lane 1, uninduced cell lysate (80 ug), lanes 2: pellet of the
insoluble fraction of cell lysate (80 ug) corresponding to lane 4 of Fig. 4; lane 3, purified OCTN2 (8
MQ). (B) 3,3-diaminobenzidine immunodetection by anti-His antiserum (1:1000) of PVDF

membrane after Western Blotting of the same protein fractions of lanes 1-3.
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