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Sommario

Il rilascio nell’ambiente di composti di natura aratica, che tendono ad accumularsi a
causa della loro stabilita, rappresenta uno deggietti piu importanti nell’ambito delle
problematiche di biorisanamento. | principali ingamti di natura aromatica sono componenti
del petrolio e dei suoi derivati, che trovano amgpiidizzo come solventi 0 come precursori
per la produzione di numerosi composti chimici.dRéila distribuzione di questi inquinanti
nell’ambiente € ubiquitaria e il loro effetto sulimo & estremamente nocivo, risulta chiaro il
sempre maggiore interesse nello sviluppo di progesda loro biodegradazione.

Tra gli idrocarburi aromatici si trovano semplicolacole come toluene e xileni, anelli
sostituiti contenenti gruppi alo- e nitro-, ma amaholecole molto piu complesse come gl
idrocarburi aromatici policiclici. La degradaziobelogica dei composti chimici tossici e
recalcitranti come gli idrocarburi aromatici rapggata un’alternativa attraente ai metodi
convenzionalmente usati per lo smaltimento deglguinanti. Molti microrganismi
naturalmente presenti nel suolo e nelle acque hanolto vie metaboliche per sopravvivere
in presenza di composti chimici altrimenti tossignostante cid ancora un elevato numero di
molecole aromatiche risulta essere recalcitratdéebaddegradazione.

La conoscenza sempre piu approfondita della steuttu della funzione delle vie
metaboliche coinvolte nella biodegradazione di ingati ambientali, insieme alle tecniche di
ingegneria genetica, offrono la possibilita di cee@&nzimi con una aumentata attivita
catalitica o di accelerare I'evoluzione di una matabolica capace di degradare uno o una
famiglia di composti aromatici recalcitranti.

| batteri appartenenti al geneRseudomonasappresentano il gruppo piu vasto di
microrganismi in grado di utilizzare, in condizioaérobiche, molti composti aromatici ed
alifatici come unica fonte di carbonio ed energia.

Pseudomonasp. OX1 mostra differenti funzioni rilevanti per la detaminazione
ambientale: ha la capacita di metabolizzarglene, toluene, benzene, fenolo, 2,3- e 3,4-
dimetilfenoli ed i cresoli, ma non & capace diizatrem- e p-xilene come fonte di carbonio
ed energia. | geni codificanti gli enzimi per iltabolismo del toluene e di-xilene sono
organizzati, nel cromosoma &i. sp. OX1, in due operoni: uno, I'operotmu (tolueneo-
xyleneutilization) codifica un complesso multienzimatico chiamatd» (Tolueneo-xilene
MonoOssigenasi); I'altro, 'operonphe, comprende urcluster genico codificante le varie
subunita di una Fenolo Ossidrilasi (PH) e, a valiggni codificanti gli enzimi ddbwer-meta
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| complessi multienzimatici TOMO e PH catalizzaeoréazioni dellipper pathwayi
prodotti finali delle attivita di ToMO e PH (catdconetil-sostituiti) vanno incontro ad una
successiva degradazione medianteower-meta pathwayon formazione di intermedi del
ciclo degli acidi tricarbossilici.

Molte informazioni sono gia disponibili relativanterai loci codificanti TOMO e PH: i
due complessi ricombinanti sono stati ricostiteiti espressin vitro, dimostrando la loro
attivita enzimatica, dal gruppo di ricerca del Pidf Donato dell’'Universita Federico Il di
Napoli. La caratterizzazione dewer-meta pathwaynvece, non & stata ancora completata. E
stato dimostrato che I'operopieha un’organizzazione genica omologa all’'operdnsg (di-
methylpheno) di Pseudomonasp. CF600. Il gruppo di ricerca del Prof. Di Donato ha
espresso, caratterizzato e purificato gli enziminwalti nelle prime reazioni demeta
pathway la catecolo 2,3 diossigenasi (C2,30), codificddh genepheB la semialdeide 2-
idrossimuconica deidrogenasi (HMSD), codificata dgne pheC, e la semialdeide 2-
idrossimuconica idrolasi (HMSH), codificata dal gggheD La C2,30 catalizza la reazione
di apertura dell'anello aromatico dei catecoli dati dall'upper pathway I'apertura
dell'anello del catecolo avviene sempre in posigioextradiolica con produzione di
semialdeide 2-idrossimuconica (HMS). Gli enzimi HM®& HMSH hanno come substrato i
prodotti del taglio della C2,30.

Il sequenziamento dei geni deheta pathway,per la completa caratterizzazione
dell'operone phe, é stato portato a termine dal gruppo della Praf.€arla Caruso
dell’'Universita degli Studi della Tuscia di Viterbe stata delucidata la sequenza degli ultimi
geni pheG,F,H,l codificanti la 4-idrossi-2-oxovalerato aldolasi () e [l'aldeide
deidrogenasi (acetilasi) (ADA) (gepheGe pheF) la 4-oxalocrotonato decarbossilasi (40D)
e la 4-oxalocrotonato isomerasi (40I) (gpheHe phel).

L’esistenza di un elevato grado di identita traségjuenze polipeptidiche dedotte delle
proteine ADA e HOAphedi P. sp. OX1 e le sequenze polipeptidiche degli enomologhi
DmpF e DmpG dP. sp. CF600, di cui sono note le strutture cristakfiche disponibili in
internet nella banca dati PDB, ha dato la possihili effettuare analisi diomology modeling
procedendo nella caratterizzazione strutturaleawtso la realizzazione dei modelli
tridimensionali delle due proteine.

Il lavoro descritto in questa tesi di dottorato ¢@me obiettivo la caratterizzazione
biochimica degli enzimi ADA ed HOA débwer-meta pathwagi Pseudomonasp. OX1 e la
delucidazione del meccanismo trascrizionale dalipgnde I'espressione dei gefie

Le proteine ADA e HOA si associano in un complesspimatico bifunzionale grazie
al quale il prodotto dell’'aldolasi HOA, I'acetalde, e incanalata direttamente verso il sito



attivo di ADA, proteggendo la cellula dalla suasioga. La deidrogenasi ADA richiede come
cofattori NAD" e CoA per trasformare I'acetaldeide in acetil-CQAest’ultimo e il piruvato,
prodotto da HOA insieme all'acetaldeide, sono idatti finali del pathwayche verranno
incanalati nel ciclo degli acidi tricarbossilici.

La caratterizzazione funzionale degli enzimi ADA @A coinvolti in questo evento
di channelingenzimatico € iniziata con la costruzione di unesisl eterologo per la
produzione delle proteine ricombinanti B coli. Successivamente é stata realizzata la loro
purificazione e lo studio dei loro parametri cioetiLa caratterizzazione delle proteine
ricombinanti e I'analisi delle proprieta cataliteellell’enzima bifunzionalpheADA-HOA e
importante, insieme alla struttura 3D predetta, neatizzare una fine correlazione struttura-
funzione.

Pseudomonasp. OX1 e capace di crescere utilizzamexilene come unica fonte di
carbonio ma non é capace di metabolizzaree p-xilene. A partire da questi due isomeri
dello xilene ToMO e PH catalizzano la progressissidazione dell'anello aromatico per dare
3,5- e 3,6-dimetilcatecoli che non vengono metatzali dalla C2,30, risultando tossici per la
cellula. Ciononostante?seudomonasp. OX1 conserva nel suo cromosoma i geni per il
catabolismo dm- e p-xilene omologhi ai gerxyl del plasmide TOL dPseudomonas putida
mt-2, un ceppo che normalmente utilizza questi ashgome substrati di crescita.

In ambienti contaminati dai due isomeri dello xdesono stati isolati mutanti spontanei
di Pseudomonasp. OX1 in grado di attaccare tali composti ma hosxilene: il catabolismo
procede mediante il TOpathwayattraverso la progressiva ossidazione del grupetlioo
che porta a metilcatecoli non letali. Si ritienes glgenixyl siano stati acquisiti in seguito al
trasferimento di un trasposone catabolico: nel oepfu-typetale operone € inattivato da una
sequenza di inserzione impedendo la crescitansue p-xilene, mentre nel mutante la
sequenza di inserzione traspone nel locus codiBcdmMO bloccando l'utilizzo deld-
xilene.

Nel corso di questo dottorato di ricerca € stat@lizeato I'isolamento dei geniyl-
likeQK codificanti I'aldeide deidrogenasi (acetilasi) ARA’aldolasi HOA, omologhi ai geni
xyl di Pseudomonas putidat-2. In seguito € stata affrontata la carattezmme funzionale
degli enzimi xyl-like ADA ed HOA a partire dalla stouzione di un sistema eterologo per la
produzione delle proteine ricombinanti i coli. Dopo la loro purificazione e lo studio dei
parametri cinetici, la caratterizzazione dell’enainbifunzionale xyl-like ADA-HOA é
proseguita in uno studio domology modelinghe ha portato alla realizzazione della struttura

3D del complesso enzimatico.



Nei microrganismi, la capacita di attivare o sil@n& in maniera estremamente rapida
I'espressione di vie metaboliche differenti & fomgatale per 'adattamento ad un ambiente
mutevole, assicurando lperformancenon solo della singola cellula, ma anche della
popolazione batterica e perfino della comunita obaa. | promotori batterici possono
processare vari segnali fisico-chimici e metabgber regolare la loro attivita: in particolare
tali segnali sono mediati da specifiche proteine rejolazione. Molti operoni per il
catabolismo dei composti aromatici sono regolatiagerso un circuitas>*dipendente. La
RNA polimerasi contenente il fattore alternatiw¥) riconosce e lega una classe di promotori
caratterizzata dalla presenza di motivi GG e GQenabsizioni -24 e -12, rispettivamente.
Elementi definitienhancer-likeo UASs Upstream Activating Sequenggekcalizzati a circa
100 o 200 bp a monte delle sequenze -12/-24, somegioni a cui si legano le proteine di
regolazione. Las>*RNAP forma complessi chiusi stabili con il promeona & incapace di
catalizzare lisomerizzazione verso il complessoerp che avvia la trascrizione.
L’isomerizzazione si realizza solo in seguito alidrazione con un attivatore trascrizionale
appartenente alla classe Niiike. Questi attivatori presentano tre domini strutiue
funzionali: il dominio amino-terminale A, che ricosce e lega la molecola aromatica come
effettore; il dominio carbossi-terminale D che leyd@DNA, e il dominio centrale C con
attivita ATPasica. In assenza dell'effettore, il ndnio A agisce come repressore
intramolecolare bloccando il regolatore in una fanmattiva; I'interazione tra il dominio A e
la specifica molecola effettrice rimuove questocbtm permettendo il passaggio alla forma
attiva capace di interagire con il DNA ed¥RNAP, promuovendo cosi la trascrizione.

E noto il meccanismo che regola I'espressione dgitgu: un regolatore trascrizionale
appartenente alla famiglia degli attivatori Ntiike, detto TouR, controlla positivamente
I'espressione di ToMOPseudomonasp. OX1 € il primo ceppo che degrada il tolueneun
un operone codificante una toluene-monoossiget@asioperon)e stato trovato associato ad
un operonedmp-like (phe operoh La presenza delloperonphe e di un regolatore
responsivo a fenolo e metil-fenoli (TouR) nel gemodi Pseudomonasp. OX1 suggerisce
che, in questo ceppo, la via per il catabolismtwlliene e do-xilene si sia evoluta in seguito
ad un evento di espansione verticale che ha paathitacorporazione detluster genicotou
in una via preesistente per il catabolismo del li@nGonsiderando valida I'ipotesi che il locus
tou sia stato acquisito nel genoma Riseudomonasp. OX1 in seguito ad un evento di
espansione di una via catabolica preesistent@jesie che anche I'espressione dell’'operone
phe sia sotto il controllo di un promotore®*-dipendente e che possa essere regolata

positivamente da TouR o da un attivatore apparteredta stessa famiglia.



Un ulteriore obiettivo della ricerca e l'isolamergola caratterizzazione della regione
promotrice Phe.La regione 5’ non tradotta dell’operopkedi Pseudomonasp. OX1 é stata
isolata e caratterizzata. Successivamente sonpretdizzati un serie di esperimenti che
hanno portato all’isolamento e all'identificaziortk un putativo fattore di regolazione
dell’espressione dghe operon

La capacita mostrata dRseudomonassp. OX1 di crescere su diversi substrati
aromatici, insieme alla possibilita di esprimeraigglenti in risposta a cambiamenti delle
condizioni ambientali, conferisce a questo micrargao una straordinaria versatilita
metabolica che lo rende un candidato ottimale daiégare nell’ambito del biorisanamento

ambientale.



Abstract

The release of aromatic compounds in the enviromnvgmch accumulate due to their
stability, is one of the most important issuesiorémediation. The main pollutants in nature
are components of petroleum and its refined pragwehich find wide use as solvents or as
precursors for the production of several chemicahgounds. Since the distribution of these
pollutants in the environment is ubiquitous andirtledfect on humans health is extremely
harmful, it is clear the increasing interest in eleping processes for their biodegradation.

Among the aromatic hydrocarbons are simple molecsieh as toluene and xylenes,
rings replaced alo- and nitro-containing groups, @so much more complex molecules as
polycyclic aromatic hydrocarbons. The biodegradatid toxic and recalcitrant chemicals,
such as the aromatic hydrocarbons, representdractate alternative to conventionally used
methods for the disposal of pollutants. Many gertérenicroorganisms, naturally present in
soil and water, evolved metabolic pathways to senin the presence of otherwise toxic
chemicals; nevertheless still a large number ofnatec molecules appear to be recalcitrant to
biodegradation.

The thorough knowledge of the structure and fumctb metabolic pathways involved
in the biodegradation of environmental pollutaati®ng with genetic engineering, offers the
ability to create enzymes with an increased catafdtivity or to accelerate the evolution of a
metabolic pathway that can degrade only one conghauna whole family of aromatic
recalcitrant compounds.

The bacteria belonging to the genBseudomonagepresent the largest group of
microorganisms able to use, under aerobic condifiomany aromatic and aliphatic
compounds as the sole carbon and energy source.

Pseudomonasp. OX1 shows relevant functions to the envirortiaetiecontamination;
it has the ability to metabolizeo-xylene, toluene, benzene, phenol, 2,3- and 3,4-
dimethylphenol and cresols, but it is not able $e m-and p-xylene as carbon and energy
source.

The genes coding for toluene amatylene catabolism are localized in the chromosome
of P. sp. OX1 and they are organized into two operdinstou operon {olueneo-xylene
utilization) encodes a multienzymatic complex calleboMO (Toluene o-xylene
Monoxygenase); th@he operon includes a gene cluster coding the suburits Phenol
Hydroxylase (PH) and the enzymes of the lower-mataway.

ToMO and PH catalyze upper pathway reactions: it products of ToMO and PH

activities (methyl-substituted catechols) underdorther degradation through the lower-meta
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pathway, leading to intermediate of the tricarbaxwgkid cycle.

Many informations are available for TOMO and PHeTtiwo recombinant complexes
were reconstituted and expresseditro, demonstrating their enzymatic activity, by thefPr
Di Donato team from Federico Il University in Naple

The characterization of the lower-meta pathway maisyet been completed. It was
shown that th@heoperon has an homologous genetic organizatiaimjeoperon (di-methyl-
phenol operon) oPseudomonasp. CF600. The research group previously mentiaisadl
expressed, purified and characterized the enzynwedvied in the initial reactions of the meta
pathway: the catechol 2,3 dioxygenase (C2,30), deatoby thepheB gene, the 2-
dehydrogenase (HMSD), encoded by tp&eC gene, and the 2- hydroxymuconic
semialdehyde hydrolase (HMSH), encoded by pheD gene. The C2,30 catalyzes the
extradiolic aromatic ring cleavage reaction of uppathway catechol derivatives, with
production of 2-hydroxymuconic semialdehyde (HMS$he meta cleavage products are
metabolized by HMSD or by HMSH.

The sequencing of the meta pathway genes, for phe operon complete
characterization, was completed by the group off. Rtarla Caruso of the University of
Tuscia in Viterbo. The sequence mieGFHIgenes has been elucidated: they encode the 4-
Hydroxy-2-oxovalerate Aldolase (HOA) and the Alddbhydehydrogenase (acylating) (ADA)
(pheGandpheFgenes), the 4-Oxalocrotonate Decarboxylase (4@D)}lae 4-Oxalocrotonate
Isomerase (40I)pheHandphel genes).

An high degree of identity is between the aminoacgkquences of ADA and HOA
enzymes fronP. sp. OX1 and the corresponding DmpF and DmpG ergyharacterized in
P. sp. CF600; moreover, the crystallographic stmestwf DmpF and DmpG are available on
the PDB (Protein Data Bank) database. Therefore, peaformed an homology modeling
study to realizethe three-dimensional models of the two proteins tfeeir structural
characterization.

The aims of this thesis are biochemical charactdm of lower-meta pathway ADA
and HOA enzymes fronPseudomonasp. OX1 and the elucidation of the transcriptional
mechanism by which thghegenes expression is regulated.

ADA and HOA are associated in a bifunctional enzytnenplex by which the HOA
product, acetaldehyde, is channeled directly iheoADA active site, protecting the cell from
its toxicity. ADA requires NAD and CoA as cofactors to turn acetaldehyde intoyaGoA.

Pyruvate and acetyl-CoA are the final products lté pathway and they will be
channeled into tricarboxylic acid cycle.
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The functional characterization of ADA and HOA enmws involved in this
channelling, begins with the construction of a hatgous system for the production of
recombinant proteins k. coliand it is continued with the purification and stedy of their
kinetic parameters. The characterization of recosnti proteins and the analysis of their
catalytic properties, together with the predict&l s2ructure, will to achieve a fine structure-
function correlation.

Pseudomonasp. OX1 is able to grow usiragxylene as the sole carbon source but it is
not able to metabolizen-and p-xylene. From these two isomers of xylene, TOMO &l
catalyze the oxidation of the aromatic ring to gd/B- and 3,6-dimethylcatechols, that are not
metabolized by C2,30, resulting toxic to the celbwever,Pseudomonasp. OX1 retains
genes for the catabolism af and p-xylene, omologs txyl genes of the TOL plasmid of
Pseudomonas putidat-2, a strain that normally uses these compoasdgowth substrates.
In environments contaminated by the two isomersxgine spontaneous mutant of
Pseudomonasp. OX1 able to metabolized these compounds, dutheo-xylene, have been
isolated: the catabolism proceeds through the TQ@ithway, through the progressive
oxidation of methyl group that leads to not lethmadthylcatechols. It is believed thatl genes
have been acquired by a catabolic transposonsildhtype strain that operon is inactivated
by an insertion sequence, preventing the growthmerand p-xylene; in the mutants, the
insertion sequence transposes in the locus codMOL blocking the use ak-xylene.

During this work, were isolated the genes codindrlike enzymes: the Aldehyde
dehydrogenase (acylating) ADA and the Aldolase HO#érresponding to thrylQK genes
from Pseudomonas putidmt-2. We created an heterologous system for toeyation of
recombinant proteins i&. coli. After their purification and the study of kinefparameters,
we characterized Xyl-like ADA-HOA bifunctional enme structure by an homology
modeling study to create the 3D structure of theyere complex.

In microorganisms, the ability to readily activatesilence the expression of different
metabolic pathways is essential for adapting tohanging environment, ensuring the
performance not only of the single cell, but al§opopulation and even of the microbial
community. Promoters have to process different jgbgtemical and metabolic signals to
regulate their activities: those signals are medidbty specific regulatory proteins. Many
operons for the catabolism of aromatic compoundsregulated by means of*dependent
circuit. The RNA polymerase (RNAP) containing tHeemative sigma factoo™* recognizes
and binds a class of promoters, which are chatiaettby GG and GC motifs at positions -24
and -12, respectively. Enhancer-like elements oiSEAUpstream Activating Sequences),

located about 100 or 200 bp upstream of -12/-24onsg represent the binding site of
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regulatory proteins. The>>-RNAP forms stable closed complexes with the premand is
unable to catalyze the isomerization to the opempex initiating transcription. The
isomerization takes place only upon interactionhvan NtrC-like transcriptional activator.
These activators have three structural and fungtidamains: the amino-terminal A domain,
which recognizes and binds effector molecules;ctirboxy-terminal D domain that binds the
DNA, and the central C domain with ATPase activity.the absence of effectors, the A
domain acts as an intramolecular repressor, blgckwe regulator in an inactive form; the
interaction between the A domain and the specifexeor removes this repression, leading to
the active form, able to interact with DNA aatf-RNAP and promoting transcription.

We know the mechanism that regulates the expresdioou genes: a transcriptional
regulator belonging to the family of activators GHilke, TouR, positively controls the
expression of ToMOPseudomonasp. OX1 is the first strain that degrades toluenehich
the toluene-monooxygenase encoding opeton ¢peron) has been found associated to a
dmplike operon pheoperon). The presence ofdmp-likeoperon(pheoperon) together with
a phenol responsive regulator (TouR) suggests imdhis strain, the toluene armdxylene
catabolic pathway evolved by vertical expansionclhhlied to the incorporation of theu
gene cluster in a preexisting route for phenol lmaltam. This observation suggest that the
pheoperon expression is under the control efadependent promoter and can be regulated
positively by TouR or another activator belongingtie same family.

A further objective of this research is the isaatiand characterization of the Pphe
promoter region. Thehe operon 5' non-translated region BS§eudomonasp. OX1 was
isolated and characterized. Were subsequently mnaaderies of experiments that led to
isolation and identification of a putative regubattifactor of theopheoperon.

The ability shown byPseudomonasp. OX1 to grow on different aromatic substrates
with the ability to express otherwise silent genesesponse to changes in environmental
conditions, gives an extraordinary metabolic velisatthat makes this strain an ideal

candidate to be used in bioremediation.
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CAPITOLO 1

Introduzione

La biomassa terrestre e costituita per il 25% deeawde che hanno un anello benzenico
come principale elemento della loro struttura. li@nfe verdi producono la quasi totalita di
tali composti da cui sintetizzano la lignina chey gssendo una sostanza naturale, risulta
estremamente recalcitrante alla degradazione. @lldonti naturali, anche le attivita umane
contribuiscono al rilascio nellambiente di un gtamumero di nuove molecole aromatiche.
Tali composti si definiscono xenobiotici (dal gre@nos “estraneo alla vita”).

Ogni anno piu di 6 milioni di tonnellate di rifiupetroliferi entrano nell'ambiente. La
fonte principale é rappresentata da fenomeni dersamento” da serbatoi di stoccaggio
sotterranei. Anche molte sostanze di sintesi ptegecommercio sono derivati del petrolio.
Tali composti vengono usati in grandi quantita, camseguenze deleterie per la salute
dell'uomo e dell’ambiente. | prodotti che causanganni piu gravi sono i policlorobifenili
(PCB) ed i pesticidi, in particolare i composti angclorurati usati come insetticidi ed
erbicidi. Stabilitd ed idrofobicita sono le caragéche che rendono estremamente pericolosi
questi composti. Il legame carbonio-cloro, infaéti,molto stabile e la presenza del cloro
riduce la reattivita degli altri legami presentllaenolecola organica.

Le attivita umane e la mancanza di controlli adégano causa dell'inquinamento dei
suoli e delle acque. Molti siti inquinati sono amarine contaminate in seguito a disastri
ambientali causati principalmente dalle cosiddéttarette del mare” e da superpetroliere.
L’incidente piu recente risale al Dicembre 2007 rgl@la petroliera Hebei Sprint, da 146.000
tonnellate, venne speronata e furono dispersiagglfa del porto sudcoreano di Taenan
15.000 tonnellate di greggio. Le conseguenze ddwento simile possono essere gravissime,
basti pensare all'incidente della Exxon Valdez daotrail 24 marzo 1989: nelle acque al largo
dell'Alaska si riversarono 38.800 tonnellate diggyie che contaminarono 2.000 chilometri di
coste provocando la morte di 25.000 uccelli di marg00 lontre, 300 foche, 22 balene e 250
aquile.

Anche I'ltalia, purtroppo, € stata scenario di @vemmili: a Livorno, nel Marzo 2007,
una nave cisterna, la Chem Star Eagle, ha riveisgpoossimita della costa 9 tonnellate di
olio combustibile (stirene); nell’Aprile 1991 dalldaven fuoriuscirono, al largo delle coste

genovesi, 50.000 tonnellate di greggio.



A questi eventi si somma l'inquinamento dovuto alévita agricole ed industriali.
Secondo 'APAT (Agenzia per la Protezione dell'Aeriie e per i Servizi Tecnici), i siti
potenzialmente inquinati sul territorio italianonsocirca 12.000 ma i dati raccolti in sede
nazionale e regionale indicano che tale valore dmssere raddoppiato. | siti di interesse
comprendono non solo le aree industriali ma aneteede portuali, le aree marine antistanti le
aree industriali, le zone lagunari, i corsi d'acquex un totale di 260.000 ettari di terra, 70.000
ettari di zone marine, 280 km di coste, pari adatale di circa 330.000 ettari (piu dell'1% del
territorio nazionale).

Il numero dei siti contaminati nei paesi piu indisizzati € cresciuto esponenzialmente
nell’'ultimo decennio. Non ci si trova piu di fronéequalche grave caso isolato ma piuttosto
bisogna affrontare un problema infrastrutturale dpttivo di notevole intensita ed
importanza.

Il risanamento dei siti contaminati al fine di ridel il livello di inquinamento viene
spesso realizzato tramite trattamenti termici amito-fisici che perd non consentono la
completa eliminazione dell’agente inquinante e game diverse tipologie di problemi. Ad
esempio, i suoli inquinati possono essere sottopastirattamenti termici, come la
termodistruzione, che prevedono I'impiego di elevimperature (1.500°C-2.000°C) grazie
alle quali viene garantita la totale distruziondlalsostanze organiche contaminanti, anche
pesticidi e diossine, raggiungendo un’efficienzaridiozione del 99,99%. Si tratta pero di
processi molto costosi che provocano inoltre unadifitan strutturale del terreno
(vetrificazione) (U.S. EPA, 1990). | trattamentiéi sono utilizzati allo scopo di separare,
isolare o concentrare le sostanze inquinanti macoosentono la loro distruzione. Per quanto
riguarda i trattamenti chimici, infine, essi preged I'uso di agenti estrattivi che possono
pero reagire con le sostanze presenti nel terrermmoando dei composti ancora piu dannosi
per I'ambiente.

A gueste metodologie si € aggiunta un'ulterioreitecdi smaltimento e trattamento dei
rifiuti, quella biotecnologica.

Verso la meta degli anni ‘60 vennero scoperte acsipecie microbiche in grado di
degradare i composti chimici tossici, anche xenwdicSi ipotizzo cosi che la degradazione
microbica potesse in qualche modo provvedere &esole problematiche ambientali (Glick
and Pasternak, 1998). Da allora la ricerca scieatifsi € concentrata proprio sulla
caratterizzazione di quei microrganismi che songrado di utilizzare i composti inquinanti

come fonte di energia e carbonio.



Sin dai primi studi e risultato evidente come tadicrorganismi siano dotati della
capacita di degradare un’ampissima gamma di sastahimiche inquinanti naturali e
xenobiotiche, in condizioni sia aerobie che anaerouesti studi hanno portato alla
realizzazione di nuove tecniche per la decontanonaz di aree inquinate definite
bioconversioni. Esse utilizzano sistemi biologioer pdegradare le sostanze organiche
inquinanti presenti nel suolo, nell'acqua o neiéafino a prodotti che entrano nel ciclo del
carbonio e dell’azoto. | sistemi biologici impiegabno microrganismi, quali batteri e funghi,
piante e micorrize. | termirbioremediatione phytoremediationcomprendono tutte queste
metodologie e rappresentano quel settore delleednologie ambientali destinato, in un
futuro prossimo, a cambiare radicalmente i sist@moduttivi e le tecnologie di intervento per
la risoluzione di problemi ambientali.

| processi di biorisanamento ambientale offrondtepdici vantaggi rispetto ai processi
chimico-fisici:

< non sono inquinanti poiché sono in grado di congeextomposti tossici in composti

organici innocui;

- Sono caratterizzati da bassi costi;

- offrono la possibilita di trattamenin situ (bonifica di tutta la sezione verticale del

terreno)

- sono viste con favore dalle popolazioni insediate pressi dei siti inquinati poiché

impatto ambientale e minore rispetto alla cosome di inceneritori,

termovalorizzatori, depositi di stoccaggio o disdae (Timmiset al, 1994).

Esistono tuttavia numerose limitazioni proprie deppi microbici naturali potenzialmente
adatti al biorisanamento:

- la necessita di operare in determimatigedi parametri chimico-fisici;

« nessun singolo microrganismo puo degradare dawsiio rifiuti organici tossici;

- alte concentrazioni di alcuni composti organicistos possono inibire l'attivita o la

crescita dei microrganismi degradativi;

-la maggior parte dei siti contaminati contiene mlscdi prodotti chimici e un
organismo che puo degradare uno o piu compost dakcela pud essere inibito dagli altri
componenti;

« molti composti non polari adsorbono sul materiaeipolato nel suolo o in sedimenti

e diventano sempre meno disponibili ai microrgangegradativi;

- la biodegradazione microbica dei composti orgaai@n molti casi lenta (Glick and

Pasternak, 1998).



| batteri sono le forme di vita che hanno avutogidcesso su questo pianeta. Capaci di
colonizzare ambienti con condizioni estreme di terajura, di pH e di pressione, possono
crescere sia in presenza che in assenza di ossigeno

La maggior parte dei batteri ha solo I'1% del nuondr geni che le cellule umane
contengono all'interno del loro nucleo. Questa dgirimitata di informazione genetica é
sfruttata in modo eccellente, codificando tutti ecoanismi che sono necessari a livello
molecolare, fisiologico e cellulare, per sopravverse proliferare.

Molti batteri del suolo e delle acque sono particolente efficienti nel degradare
sostanze organiche ed inorganiche, anche inqujnaiizzandole come fonte di carbonio ed
energia. Poiché le comunita microbiche naturali mpmssiedono gli enzimi degradativi
necessari per catabolizzare i composti xenobiotgiesti risultano recalcitranti alla
degradazione e permangono nell’ambiente a lungalcimi casi si osserva solo una parziale
degradazione dei composti xenobiotici. Essi possessere riconosciuti dai microrganismi
come substrato ed essere metabolizzati soltantadguaresentano una struttura chimica
simile a quella di un composto naturale. In quessi, detti di co-metabolismo, I'azione delle
vie metaboliche usate normalmente dai microrgangenii loro rifornimenti energetici e per
la crescita, comporta anche la demolizione delleleoube xenobiotiche da cui |l
microrganismo non trae pero alcun beneficio dirditna biodegradazione incompleta porta,
invece, alla produzione di molecole che posson@respiu tossiche dell'inquinante di
partenza; ad esempio, la biodegradazione incomgigtacloroetilene o del tetra-cloroetilene
produce cloruro di vinile che € piu tossico e cangeno delle sostanze originarie. Una
biodegradazione completa, infine, ha come effedtaétossificazione degli inquinanti per
mineralizzazione, ovvero la loro conversione indade carbonica, acqua e sali inorganici
innocui.

La capacita di degradare completamente o soloriie p@o 0 piu inquinanti ambientali
e il risultato dell’'adattamento a situazioni amlitéinmutevoli: nei 3 miliardi di anni in cui i
batteri hanno colonizzato la terra, sono stati s numerose classi di composti, anche
tossici, che hanno dato luogo ad una pression#igalehe ha portato all’evoluzione di nuovi
enzimi in grado di modificare o degradare tali ncole. In questo modo si sono evoluti dei
catalizzatori biologici dotati di estrema specificed efficienza, in alcuni casi in grado di
degradare sostanze recalcitranti come gli idrocadvamatici (de Lorenzo, 2001).



La biodegradazione degli idrocarburi € un aspettedbiotecnologie ambientali di
fondamentale importanza. Gli idrocarburi sono unpgo di composti organici costituiti
esclusivamente da atomi d’idrogeno e di carbongsi Eappresentano una delle classi di
sostanze chimiche piu utilizzate a causa dellahatorale abbondanza, della loro importanza
industriale e del loro esteso uso come fonte pianafenergia in tutto il mondo.
L’interazione microbica con gli idrocarburi ha raggpentato un punto focale per la ricerca
negli ultimi 60 anni. Nel 1945, Claude Zobell affer che “gli effetti multipli dei batteri sulla
formazione e trasformazione del petrolio sono unava frontiera della cultura” (Zobell,
1945). Da allora, significativi avanzamenti sonatistompiuti in questo campo. Dagli anni
‘80 molti organismi, sia batteri che funghi, sontatisidentificati per la loro capacita di
degradare una diversa gamma d’idrocarburi, inclddestrutture molecolari alifatiche e
aromatiche (Atlas, 1981 e 1995).

La biodegradabilita degli idrocarburi dipende datlamplessita della loro struttura
chimica. Strutture piu semplici sono piu facilmeulegradabili, strutture piu ramificate, lo
sono piu lentamente: gli alcani sono degradativglbcemente dei composti aromatici; gli
idrocarburi monoaromatici, quali i BTEX (benzen@uene, etilbenzene e xilene) sono aperti
piu facilmente dei composti con piu anelli (naftaje

| composti aromatici sono costituiti da un anetieaturo con la struttura generaleRé;
dove R rappresenta il gruppo funzionale. Il benZ€lskls) € il capostipite di questa famiglia.

I composti che contengono due o piu anelli fusieimg sono detti idrocarburi policiclici
aromatici (IPA). Oltre che nel petrolio, gli IPA sobvano nella lignina e si formano con la
combustione del materiale organico causata da eendio. Alcuni composti aromatici sono
cancerogeni per 'uomo e gli IPA possono esserg@diognche per i microrganismi.

La degradazione dei composti aromatici € moltoiatadvista la loro pericolosita nei
confronti della salute umana. E stato osservatourtzegrande varieta di batteri e funghi &
capace di degradare parzialmente o completameatmiatli questi composti. Le insolite
strutture chimiche dei composti xenobiotici rapprdgano una sfida alle comunita
microbiche, che sono i magagiori riciclatori dei gatti naturali (Gibson and Harwood, 2002).

I microrganismi hanno la capacita di adattarsi atdrza velocemente alle nuove
condizioni ambientali grazie alla loro elevata witi® di crescita, utilizzando differenti
meccanismi evolutivi quali: trasferimento genicantite coniugazione, caratteristico dei
batteri, mutazioni puntiformi, ricombinazione esjpasizione (van der Meeat al, 1992).
Ciononostante, occorreranno ancora centinaia di&finché I'evoluzione tramite selezione
naturale favorisca lo sviluppo di vie catabolichdeguate a degradare completamente le
sostanze inquinanti moderne. Cio ha portato allbugpo di due diverse categorie di
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tecnologie per il biorisanamento. Una, quale la MKMonitored Natural Attenuation
utilizza microrganismi autoctoni per la degradaeiafei contaminanti presenti in un sito;
esperienze pratiche hanno mostrato che meccanisatiilg biodegradazione, la dispersione,
la diluizione, l'adsorbimento, la volatilizzaziored altre reazioni chimiche, in situazioni
favorevoli, sono efficaci nell’indurre, in tempi @attabili e senza l'intervento umano, una
riduzione della tossicita o mobilita delle sostammpuinanti. L'altra categoria prevede un tipo
di intervento volto a potenziare il processo diris@anamento mediante I'aggiunta, nell’area
inquinata, di microrganismib{oaugmentationpo sostanze nutrientbipstimulatior). Inoltre,
tramite tecniche di ingegneria genetica, € possiddcelerare il processo evolutivo naturale
costruendo ceppi microbici ricombinanti dotati diivéta degradative aumentate o nuove,
permettendo la biodegradazione di inquinanti recaltti e/o xenobiotici (Jain and Sayler,
1987; Vogel, 1996).

1.1 Degradazione anaerobica dei composti aromatici

Per molti anni si & creduto che la degradazionehbéea degli idrocarburi aromatici
fosse la sola via esistente per il catabolismoatlidcomposti da parte di microrganismi. In
realta la degradazione anaerobia degli idrocarugpossibile sebbene sia un processo
piuttosto lento. Essa avviene solo se i compostimatici contengono almeno un atomo di
ossigeno e consiste in una serie di reazioni diziwhe che si distinguono in upd&thway
perifericd ed in un ‘pathwaycentrale”.

Le reazioni del pathwayperifericd portano alla formazione di un intermedio centrale
il piu comune dei quali € il benzoil-CoA, il tioese del coenzima A con l'acido benzoico
(fig.1). Altri pathwaysperiferici trasformano alcune molecole aromatichmtermedi centrali
meno frequenti come il resorcinolo.

La degradazione anaerobica di molti acidi aromaticia con la loro conversione nei
corrispettivi tiosteri del CoA. La formazione déddsteri del CoA attiva chimicamente gli
aromatici e quindi € un passo di essenziale imppaaoer l'ulteriore conversione di tali
composti.

La degradazione anaerobica di fenolo, anilimagcresolo, osservata in batteri
denitrificanti e solfato-riducenti, coinvolge larbassilazione dell'anello aromatico che porta
alla formazione del 4-idrossi- o 4-ammino-benzogtoj attivato a tioestere del CoA.

Quest'ultimo €, infine, deidrossilato (0 deamminadobenzoil-CoA (fig.1) (Galleret al.,
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1991; Gorny and Schink, 1994 a, b, c).

| composti aromatici alogenati sono gli inquinanthe destano particolare
preoccupazione ambientale. Gli aromatici alogergiando sono degradati in assenza di
ossigeno, vanno incontro ad una dealogenazionétividuFetzner and Lingens, 1994). Si
tratta di una reazione in cui avviene il trasfenmeoedi due elettroni che coinvolge il rilascio
dell’alogeno come ione alogenuro e la sua sostiheztramite I'idrogeno (Heider and Fuchs,
1997).

PATHWAYS PERIFERICI

fOOH
CH,
CH,-OH

4 'CRESOLO FENILACETATO

BENZILALCOOL l
COOH COOH CO-SCoA

6
FENOLO
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CO-SCoA
COOH / COOH
|
co

benzoato

CH,

4-idrossibenzoato T
fenilgliossilato

| -

CO-SCoA CO-SCoA COOH

@ — @ —
BENZOIL-CoA benzilsuccinato
OH

Figura 1. Pathways periferici della degradazione anaerobiagld idrocarburi
aromatici che trasformano alcuni composti aromati@ll’intermedio centrale
benzoil-CoA.




L’enzima chiave nelgathwaycentrale” della degradazione anaerobica degli ahtmari
aromatici e il benzoil-CoA reduttasi (dearomatizedrche permette la riduzione dell’anello
benzenico. L’attivita del benzoil-CoA reduttasi &ata rilevata in vari batteri denitrificanti
comeThauera aromaticae nel batterio fototroficckhodopseudomonas palustfisoch and
Fuchs, 1992; Kochkt al, 1993; Boll and Fuchs, 1995). Il prodotto deitbuzione del benzoil-
CoA, il cicloesano-1,5-diene-1-carbossil-CoA, viepgsidato cosi che da una molecola si
producono tre molecole di acetil-CoA e una di,Cd una sequenza di reazioni che sono
analoghe all@-ossidazione.

La formazione di 6-idrossicicloesano-1-diene-1-oagil-CoA, deriva dall'aggiunta di
acqua. L'ulteriore aggiunta di acqua al doppio legae l'ossidazione di uno dei gruppi
ossidrilici genera un gruppo cheto nel C relat@osi, il legame C1-C2 dell'anello aliciclico
puo essere facilmente idrolizzato a formare il pttm 3-hydroxipimelyl-CoA (fig. 2). L&-
ossidazione di quest’ultimo composto puo produfueagl-CoA piu acetil-CoA. La glutaril-
CoA deidrogenasi (decarbossilante) produce crotooA e CQ. Alla fine vengono prodotte
altre due molecole di acetil-CoA. L'acetil-CoA diire ossidato attraverso il ciclo dell’acido
citrico (Heider and Fuchs, 1997).
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Figura 2. Pathway centrale della degradazione anaerobica c@nposti aromatic
Reazioni coinvolte nella trasformazione del benzaA in acetil-CoA e CO



Evidenze sperimentali indicano che benzene, toleméene, composti in cui non é
presente l'ossigeno, possono essere degradati aer@mosi. Questi diversi composti
aromatici sono inizialmente attivati attravepathwayssatelliti che producono benzoato, o il
corrispondente derivato del CoA, come intermedimuwoe centrale (Gibson and Harwood,
2002; Zengleret al., 1999). Il benzoil-CoA subisce un’ulteriore riduze dell’anello,
catalizzata dal benzoil-CoA reduttasi, accoppidialalisi di ATP (Boll and Fuchs, 1995;
Boll et al., 1997, 2002), prima che avvenga l'apertura delllane 'ossidazione (Gibson and
Harwood, 2002).

Tra i BTEX (benzene, toluene, etilbenzene e xileleebiodegradazione anaerobica del
toluene é la piu compresa (Chakraborty and Coat¥#®}). Attualmente é riconosciuto che |l
toluene € biodegradato in presenza di nitrato, M Ee (Il1), solfato o CQ, come accettori
terminali di elettroni.

Sono noti molti organismi che accoppiano la degramiee anaerobica del toluene alla
riduzione del nitrato, come le spedirauerae Azoarcus Tutti i nitrato-riduttori che ossidano
il toluene sono anaerobi facoltativi e sono mendetla sottoclasse dei Proteobatteri. Questi
organismi sono comunemente isolati da fango anamrab sedimenti di torrente. Il primo
passo nel catabolismo del toluene e I'aggiuntaudidrato al gruppo metilico del toluene

(fig.3), mediata dalla benzilsuccinato sintasi (BBiSeuthneret al.,1998).

“O0C-HC-CH,-COOr

CH, "00C-HC——=CH-COO" CH2

|

Benzilsuccinato sintasi

Figura 3. Attivazione del toluene attraverso I'aggiunta deimfarato al gruppo
metilico per formare benzilsuccinato. Questa attivgae sembra essere altamente
conservata tra tutti gli organismi conosciuti cheegdadano il toluene
anaerobicamente.
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Per quanto riguarda la degradazione anaerobicheiglene, sono stati identificati due
organismi, capaci di realizzarla (Coates al., 2001). Essi sono membri del genere
Dechloromonasappartenente alla sottoclasse beta dei Proteob@ichenbactet al., 2001,
Coateset al., 2001). Entrambi i ceppi ossidano completamenteeitzene fino a COin
assenza di ossigeno (Coat#sal., 2001) ed entrambi accoppiano l'ossidazione dekéeae
alla riduzione di nitrato. Ipathwaybiochimico della degradazione anaerobica del benze
sconosciuto ma sono state formulate diverse ipotesiincludono la carbossilazione iniziale,
la metilazione, lidrossilazione o la riduzione Itelello benzenico con successiva
trasformazione dell'intermedio centrale aromatiemoil-CoA e apertura dell’anello (fig. 4)
(Coatesetal., 2002).

COOH\

Benzoato
o)
.\0
o) o S—CoA
\J N\,
¢ CHs ¢
Benzene Toluene Benzoil-CoA
>
x
0%
2o OH

Fenolo /

Figura 4. Reazioni iniziali coinvolte nella degradazione arw®ca del benzene in
cui il benzene subisce iniziale carbossilazionetilamone, o idrossilazione con
successiva trasformazione nell'intermedio aromatia@ntrale benzoil-CoA,
apertura dell’anello e ossidazione ad anidride camica.
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La degradazione anaerobica dei tre isomeri delengi (neta, orto- e para-xilene) e
stata prevalentemente studiata in condizioni mit@tsolfato-riducenti. Anche se gli studi
basati su sedimenti o culture di arricchimento lsadimostrato la biodegradazione gel
xilene in assenza di ossigeno (Haeeral, 1995; Kuhnet al, 1998), non esiste nessuna
cultura pura che possa mineralizzare completamkpigilene a CQ. Al contrario, sono stati
isolati molti organismi che possono realizzare laaralizzazione completa det e dell'o-
xilene accoppiata alla riduzione di nitrato (Hessl.,1997; Rabus and Widdel, 1995). Molti
di questi organismi appartengono alla sottoclagsétbteobatteri. Si ipotizza che le reazioni
iniziali coinvolte nell’ossidazione anaerobicardixilene coinvolgano I'aggiunta iniziale di
fumarato, mediata dalla 3-metilbenzil-succinatdasin ad uno dei gruppi metilici per formare
3-metilbenzilsuccinato, che successivamente ¢é atssal3-metilbenzoato (Krieger, 1999).

1.2 Degradazione aerobica dei composti aromatici

La degradazione aerobica dei composti aromatieaéizzata in presenza di ossigeno e
nella maggior parte dei casi gli idrocarburi aragiagono ossidati a protocatecuato e catecolo
(o catecoli sostituiti) che costituiscono gli intexdi centrali della degradazione. Questi
intermedi sono poi sottoposti ad ulteriori reazidnossidazione che portano alla formazione
di acetil-CoA, piruvato ed acetaldeide che saranncanalati nella via degli acidi
tricarbossilici (TCA).

Enzimi di fondamentale importanza per la degradezioaerobica sono le
monoossigenasi e le diossigenasi che incorporassiieno molecolare in composti organici.
Le monoossigenasi catalizzano I'incorporazioneangiblecola organica di un solo atomo di
ossigeno sotto forma di gruppo ossidrilico OH (peesto sono anche dette idrossilasi),
mentre il secondo atomo di ossigeno viene ridottio a@qua. Le diossigenasi invece
catalizzano l'incorporazione di entrambi gli atamhipbssigeno nel substrato e si distinguono in
diossigenasi di anelli aromatici e in diossigercds tagliano I'anello aromatico (Fig. 5 a,b).
In tutti questi casi il NAD(P)H rappresenta il deor@ primario di elettroni. Molte ossigenasi
utilizzano come cofattori Fe (II) o Fe (lll) non-am o presente in cluster ferro-zolfo. In
alternativa ai metalli di transizione, le pteridineflavine possono agire da cofattori delle

ossigenasi.
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Le ossigenasi svolgono una funzione di fondameritafgortanza nella parte iniziale
della degradazione dei composti aromatici poichtalieaano lintroduzione dei gruppi
ossidrilici nell’anello aromatico permettendo laasuccessiva scissione.

H
OH
+ O,+NADH + H* D> + NAD*
H

Figura 5 a.Diossigenasi di anelli aromatici che incorporanoedgruppi ossidrilici
nell'anello aromatico a spese di ossigeno e NADH.

COOH
+O I:» Taglio intradiolico

X _— COCH

OH
2 " NCcooH
+O» :» Taglio extradiolico
N COH

Figura 5 b. Diossigenasi che tagliano gli anelli aromatici apmo ['anello
incorporando due atomi di ossigeno nel substrato
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Nei batteri, le vie metaboliche della degradazieeeobica degli idrocarburi aromatici
comprendono due distintiathway organizzati in operoni modulari, codificanti jper “upper
pathway ed un ‘lower pathway.

Gli enzimi dell*upper pathway”, monoossigenasi e dioossigenasi, catalizzano la
conversione degli idrocarburi aromatici in intermduabssidrilati, mentre attraverso“iower
pathway” si realizza il taglio dell’anello aromatico e lacsessiva trasformazione degli

intermedi in composti alifatici che vengono incatiahel TCA (fig. 6).

IDROCARBURI AROMATICI

thway
Mono/Diossigenasi upper Pa
Attivazione dell'anello

X OH

COMPOSTI DIOSSIDRILATI
OH

Diossigenasr
Apesrsffm dsell'anello lo W@r P@Thw@y

OH aromatico

2 \COOH
COMPOSTT ALIFATICI

ciclo d (reds

\ CHO

Figura 6. Le due tappe del catabolismo aerobico degli idrbcar aromatici.
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Due gruppi di microrganismi sono principalmente neoiti nella biodegradazione
aerobica dei composti aromatid’.seudomona® Acinetobacter | batteri appartenenti al
generePseudomonasappresentano il gruppo piu cospicuo di microrgamiin grado di
metabolizzare, in condizioni aerobiche, molti costparomatici ed alifatici come unica fonte
di carbonio ed energia. Si tratta di batteri uldiguidel suolo e delle acque, bastoncellari,
Gram-negativi con flagelli polari che vivono in asgzione con piante ed animali mostrando
una vasta distribuzione ambientale. Questi baltt@nino la capacita di degradare una grande
varieta di composti aromatici altamente inquinamime i BTEX, fenoli e fenoli sostituiti,
cloroaromatici, idrocarburi aromatici policicliciome il naftalene ed anche composti
estremamente tossici per le cellule come i polahddenili (PCBs).

Nei batteri del generd®>seudomonade vie cataboliche per i composti aromatici
differiscono principalmente nella prima reazioneodsidazione dellipper pathwayche é
catalizzata da monoossigenasi o diossigenasi, @ssipmultienzimatici che presentano una
certa regioselettivita ed un ampio spettro di galbist

A partire dai piu svariati composti aromatici, geaalle differenti attivita enzimatiche
degliupper pathwayssi producono un numero limitato di intermedi dassilati, che saranno
soggetti a reazioni di apertura dell'anello e pmgessati per entrare nel ciclo degli acidi
tricarbossilici. Per questo motivo il numero twiver pathways limitato e gli enzimi di tali
vie sono estremamente conservati.

Il primo enzima delower pathwaye una catecolo diossigenasi (CDO), responsabile
dell'apertura dell’anello aromatico mediante ingeme di entrambi gli atomi di una molecola
di ossigeno nel catecolo o nei suoi derivati. Irseballa modalita di taglio dell’anello
aromatico tali enzimi vengono classificati comeecato diossigenasi intradioliche (CDI) e
catecolo diossigenasi extradioliche (CDE): a queste classi di CDO corrispondono due
principali lower pathwaysindicati comeorto-pathwaye meta-pathwayrispettivamente. Le
CDI, come la catecolo-1,2-diossigenasi (C1,20),oseonsiderati gli enzimi d’ingresso
dell’orto-pathwayperché catalizzano il taglio dell’anello aromatedtinterno del diolo con
produzione di un acidais-cismuconico. Le CDE, come la catecolo-2,3-diossigenas
(C2,30), iniziano il cosiddettmeta-pathwayerché realizzano il taglio dell’anello aromatico
all'esterno del diolo producendo una semialdeidessimuconica (Nozalet al., 1970) (fig.

7). La natura del prodotto di scissione dell’an@tfomatico porta a due differenti gruppi di
enzimi che continuano la via degradativa (Powlowakd Shingler, 1994). Gli enzimi
dell'orto-cleavage pathwayortano alla formazione di 3-oxoadipato, che eéridtmente
convertito a succinato e acetil-CoA; invece, glziem del metacleavagepathwaydegradano
I'intermedio centrale, il catecolo, a piruvato ext@-CoA (fig. 8).
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| prodotti della degradazione ddbwer pathway entrano nel ciclo degli acidi
tricarbossilici (TCA).

Una differenza importante tra i due divdmver pathway® che gli operoni per iheta-
pathwaysono generalmente localizzati su plasmide, mequtedi per l'orto-pathwaysono sul

cromosoma.

CDE

@<:||]| Taglio extradiolico ||]|::> M

OH CHO
z COOH COOH
N — |
X~ COoH =
OH OH
Catecolo

CH3

CHg
OH c—0
@H
—_—
HaG / OH OH
N 3-metilcatecolo
=z COOH
K/COOH
HaC OH HaC CHO
\<I MH
—_—
OH = OH

4-metilcatecolo

<OSSTH+ODT O
<O ESSTH+ODT OO

_ Acidi o Semialdeidi
cis-muconici ig=muconiche

Figura 7. In seguito ad un taglio extradiolico da parte diau€DE si produce una
semialdeide cis-muconica la cui degradazione proseg un meta-pathwaynentre in
seguito ad un taglio intradiolico da parte di und@Csi produce un acido cis-muconico
la cui degradazione prosegue in un pathwa.
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COOH
N COOH

4-oxalocrotonato

|

CHs

COOH

2-oxalovalerato

PIRUVATO
ACETIL-CoA

Figura 8. Differenti prodotti di degradazione dell'orto pathw e del meta pathway.
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1.3 Upper pathways per la degradazione di compasimatici

Benzene, toluene, etilbenzene e xilene (BTEX) sminocarburi aromatici semplici,
volatili, comunemente presenti nel petrolio gregztei suoi derivati quali la benzina. | BTEX
sono inquinanti sia del suolo che delle acque aaael loro uso molto esteso nell’industria
del petrolio o come solventi. La contaminazioneBd&X € un evento molto preoccupante
poiché questi composti sono relativamente insdlubil acqua e possono diffondere
rapidamente una volta introdotti nelle falde acepaf(Jindrovaet al, 2002). Nonostante la
loro tossicita e persistenza, molti microrganisima capaci di trasformare e mineralizzare
questi composti ed usarli come unica fonte di caided energia (Damborslef al.,2000).

La diversita degliupper pathwaysper la degradazione dei composti aromatici €
rappresentata dalla variabilita delle vie catath@iper i BTEX, in particolare di quella del
toluene. La degradazione del toluene pud avveniattraverso reazioni di diossigenazione
(TOD pathway oppure attraverso la monoossigenazione dell’ansibmatico in posizioni
differenti (Shieldset al., 1989; Yenet al., 1991; Olsenet al, 1994) o ancora attraverso
I'ossidazione progressiva del gruppo metilico (TRdthway (Burlageet al.,1989).

In Pseudomonagutida F1, la degradazione del toluene inizia con [|'oszidne
dell'anello benzenico ad opera di una toluene djessmsi (TDO) con formazione di un
intermedio cis-diidrodiolo, seguita da una deidrogenazione comdpzione del 3-
metilcatecolo che poi subisceniletacleavage (Gibsoet al.,1970; Gibsoret al.,1990) (fig.

9). | geni che codificano per questi enzimi fanaot@ dell’operong¢od che comprende i geni
per la toluene diossigenasddC1C2BA).

In Burkholderia cepaciaG4 e in Burkholderia picketti PKO1, la toluene 2-
monoossigenasi e la toluene 3-monoossigenasi zzdab la formazione del 3-metilcatecolo
attraverso due successive reazioni di monoossigergzla prima delle quali produce gli
intermedi fenolici,o-cresolo em-cresolo, rispettivamente (Shields al., 1989; Olseret al.,
1994) (fig. 9).
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Figura 9. Upper pathways per la degradazione del tolueneardiverse specie di

Pseudomonas.
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Un upper pathwayper la degradazione del toluene che combina bo$szione
dellanello aromatico e [l'ossidazione del gruppo tiie® € stato descritto per
Pseudomonas mendocikdR1l (Whited and Gibson, 1991). La toluene-4-mosaEnasi
(T4AMO), un complesso multienzimatico, trasformaoiluene ap-cresolo attraverso una
reazione di monoossigenazione. p-cresolo e poi ossidato tramite successive
trasformazioni del gruppo metilico ad acido protecaico (intermedio centrale della
degradazione dei composti aromatici insieme al ccét¢ che € ulteriormente
mineralizzato attraversodito-pathway(fig. 10). In questo caso specifico, dato che sion
forma come intermedio centrale il catecolo, nelfdpra dell’anello aromatico € coinvolto
un altro enzima della famiglia delle diossigenasradioliche, la protocatecuato 3,4-

diossigenasi.

CH, H; CH,OH HO COOH OOH
H
OH ; OH OH OH

Figura 10. Metabolismo del toluene in Pseudomonas mendocirfa KR

KOSTAdD Q400

Numerosi batteri del suolo sono in grado di cresceitizzando ilm-xilene e ilp-xilene
come unica fonte di carbonio ed energia. In alcepipi le reazioni per la degradazionerdli
xilene e dip-xilene prevedono l'ossidazione del gruppo metili@mite gli enzimi dellipper
pathway In queste reazioni, ad esempio, il gruppo metildel p-xilene e ossidato al
corrispondente alcool, aldeide ed acido carbossfiemando infine 4-metilcatecolo. Invece,
dall'ossidazione det+xilene si ottiene 3-metilcatecolo (fig. 11 A,B).

In altri ceppi diPseudomonadl m-xilene e ilp-xilene vengono ossidati direttamente
sull’anello aromatico con formazione degli intermaexilene cis-diidrodiolo ep-xilene cis-
diidrodiolo, che sono successivamente deidrogematiproduzione, rispettivamente, di 3,5-
dimetilcatecolo e 3,6-dimetilcatecolo (Gadtial.,1992) (fig. 11 C,D).
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Mentre un grande numero di ceppi Bseudomonasono in grado di crescere su
toluene,m- e p-xilene, solo pochi microrganismi noti sono in gradl degradare-xilene. La
degradazione dio-xilene non coinvolge l'ossidazione del gruppo i a gruppo

carbossilico, ma procede attraverso la direttagessizione dell'anello aromatico (fig. 11 E).

CH,OH COOH

+ G-9-9-0—¢”

CH, CHs

p-Xilene p-metilbenzil p-tolualdeide p- ToluaTo 4-metilcatecolo
alcool

CH,OH COOH

CH, o
2 @—» A @ — @—’
CH4 CH; CH;

m-xilene mehlbenzd m‘rolualdeude m-toluato 3-metilcatecolo
alcool

CH,
\\\ OH
)
7 OH OH
CH

p- xulene p- x;lene cus diidrodiolo  3,6-dimetilcatecolo

CH, CH, CH,
\‘\HOH OH
D) —_— -
HsC HsC 720" h OH

m-xilene m-xilene cis-diidrodiolo 3,5-dimetilcatecolo

CH; CH; CH,
HsC HsC OH  HyC OH
E) _— —_
OH

o-xilene 2,3-dimetilfenoclo 3,4-dimetilcatecolo

Figura 11. Upper pathways per la degradazione di p-xilene-gilene attraverso la
progressiva ossidazione del gruppo metilico (A-Bjtteaverso la diretta ossidazione
dell'anello aromatico (C-D); degradazione di o-xike attraverso la diretta ossidazione
dell’anello aromatico (E
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1.4 Plasmidi catabolici: il plasmide pWWO e il giaide pVI150

Alcuni ceppi appartenenti al gendPseudomonas altri batteri Gram-negativi correlati
sono in grado di usare come fonte di carbonio cat@yomatici, tra cui anche composti
xenobiotici, grazie ad attivita enzimatiche espeeds uno o piu operoni catabolici localizzati
su grandi plasmidi a basso numero di copie.

II plasmide TOL, pWWO0, diPseudomonas putidant-2 e il plasmide pVI150 di
Pseudomonasp. strain CF600 sono due classici esempi. Nehpties pWWWO0 mappano due
operoni: il primo @pper pathway opergrcodifica gli enzimi coinvolti nella trasformazien
ossidativa del toluene e dah- e p-xilene al corrispondente benzoato e toluato,
rispettivamente; il seconddo(ver pathway operoncodifica gli enzimi che decidono il
destino metabolico degli acidi carbossilici fornsate@ partire dall’apertura in posiziongeta
dell'anello aromatico fino alla formazione dei comsp alifatici che entreranno nel ciclo degli
acidi tricarbossilici (Worsey and Williams, 1975desseet al, 1988; Kunz and Chapman,
1981). Il plasmide catabolico pVI150 &iseudomonasp. strain CF600 presenta un solo
cluster genico, noto com&mp operon di-methylphenol) per il catabolismo di fenolo e
cresoli attraverso l'idrossilazione seguita dameta-cleavage pathwd$hingleret al, 1989;
Powlowski and Shingler, 1994)

Il plasmide pWWO isolato d&°seudomonas putidat-2 € stato il primo plasmide TOL
ad essere identificato (Williams and Murray, 1973 ccessivamente é stato isolato anche da
Escherichia colie daErwinia chrysanthem{Benson and Shapiro, 1978; Ramos-Gonzatez
al., 1991). Il plasmide (circa 117 Kb) selftrasmissibile ed appartiene al gruppo di
incompatibilitd IncP-9. | geni catabolici e regalatsono contenuti in una regione di circa 40
Kb. L'upper pathway xyICMABN codifica gli enzimi per la degradazione del toleea
benzoato, oltre ad una proteina di membrana cadi#gidal genayIN (Harayameet al., 1986;
Greatedet al., 2002); il lower pathwayé composto da 11 geniylXYZLTEGFJQKIHK che
codificano gli enzimi per la degradazione del beta@d acetaldeide e piruvato. Il geytE
codifica per la catecolo-2,3-diossigenasi che wall’apertura dell’anello aromatico del
catecolo Tale enzima appartiene alla classe datkrolo diossigenasi extradioliche in quanto
catalizza la conversione del catecolo a semiald2ifrossimuconica, dando inizio ad un

lower-meta pathwagfFig. 12).
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A valle dellower pathwaysono presenti due geni di regolazior@S exyIR, coinvolti
nel controllo trascrizionale degli operoni catabolHarayamaet al, 1986; Greatectt al,
2002). Le proteine regolatrici XyIR e XylS appadeno rispettivamente alle famiglie NtrC
(nitrogen-regulatory protein C) e AraC di attivativascrizionali batterici (fig. 13).

La proteina XyIR € il regolatore principale delf@essione dei geni catabolixyl del
plasmide TOL dP. putidamt-2 (Holtelet al.,1990). Il geneyIR & espresso costitutivamente
a partire da due promotasi’-dipendenti disposti in tandem: il promotore distaldettd®rl e
quello prossimale e detter2 (fig. 14). La proteina XylR e prodotta in formaattiva: una
volta che XyIR ha interagito con molecole effeitqoali toluenem- e p-xilene, substrati per
I" upperpathway passa dalla conformazione inattiva alla confoliorez attiva e agisce come
regolatore positivo attivando la trascrizione dabrpotore Pu (s>*dipendente) dellipper
pathway Inoltre la proteina XylR attiva innesca la trasicne dal promotorePsl (c>*
dipendente), uno dei due promotori del gegks. | due promotori del geng/IS sono uno
prossimalePs2 (¢'-dipendente) e uno distaksl (c>*-dipendente) (fig. 14). In assenza di
idrocarburi aromatici, il genaylS e espresso ad un livello costitutivo basso arpadal
promotorePs2 ¢’’-dipendente. In presenza di induttori aromaticipfateina XyIR attiva si
lega alle sequenze attivatrici a monte (UASs) dehtorePs1¢>*-dipendente aumentando
il livello di espressione dtylS, senza variare il suo livello di trascrizione gedmotorePs2
(fig. 13). Il risultato € un’espressione aumentalkala proteina XylS che stimola la
trascrizione dal promotorEm dell'operonmetadel plamide TOL (Gallegost al., 1996):
I'azione regolatoria di XylS e dipendente dallatpnoa regolatoria XyIR.

La proteina XylIR, oltre ad essere un attivatoresdriaionale, reprime la sua stessa
espressione. Infatti, in presenza di induttori aaton I'autorepressione di XylR aumenta
(Bertoni et al., 1998b; Marqué®t al., 1998). Questa autorepressione sembra essere a&ausat
dal fatto che i promotorPrl e Pr2 di xylR e le UASs, a cui si lega XylIR a monte del
promotorePs1 del genexylS (fig. 14), si sovrappongono e questo puo impeiflilegame
della RNAPs® ai promotori dixylR (Tropel and van der Meer, 2004).
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Figura 13.1 due geni regolatori xyIR e xylS sono localizzatalle dell'operon meta e

regolano la trascrizione degli operoni catabolieldlasmide TOL di P. putida mt-2. Il
gene xylS é trascritto divergentemente rispett@dron meta. La proteina XylIR, in
seqguito all'interazione con un induttore chimicanee xilene, si attiva ed innesca la
trascrizione da Pu, aumenta la trascrizione da Psaw@oreprime la sua stessa

trascrizione. XylS promuove l'espressione dell’ @per meta.
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Figura 14. Organizzazione della regione intergenica xylR-xyISgene xylR ha due
promotori disposti in tandem’®-dipendenti, uno distale Prl e uno prossimale RF2.
gene xylS & espresso da due promotori dispostaridem, uno prossimale Ps2’¢
dipendente) e uno distale Psf%dipendente). Il promotore Ps1 include le UASs iastu
lega la principale proteina attivatrice del sistem¥yIR. In basso si possono osservare le
sequenze nucleotidiche dei promotori Pr con le ttarestiche sequenze consenso che si
sovrappongono con le UASs del promotore Ps1.

Risultati sperimentali (Marqués et al., 1998) mastr che I'autoregolazione e piu forte
in presenza dell’effettore. Sono proposte due s@iegi per questa scoperta:

1) il legame di un effettore a XylR pud aumentardfifgta del regolatore per le sue
sequenze bersaglio, riducendo I'accesso della R&/ABipendente ai promotoRr;

2) il legame dell'effettore a XyIR favorisce il legandi ATP e I'oligomerizzazione di
XyIR cosi che la formazione di un complesso sovilagware limita I'accesso della RNA

polimerasic’°-dipendente ai promotoFHr.

26



Per spiegare comirl, Pr2 e Psldiventano tutti attivi in presenza di un effettatie
XylIR, si ipotizza che ad ogni ciclo di trascriziodal promotorePs], il regolatore XyIR sia
transitoriamente rilasciato dalle UASs, cosi checento equilibrio € stabilito tra UASs
occupate e non occupate. In questa situazioneiawenti di trascrizione dai promotd?rl e

Pr2 sono permessi (Marquésal., 1998).

Il pathwaycatabolico irPseudomonas sF600 si estende per un tratto genico di circa
15 kb nel plasmide pVI150. E’ un plasmide moltongta, circa 200kb, appartenente al
gruppo di incompatibilita IncP-2. La dissezione gfgra della regione di 15 kb codificante il
sistemadmp ha portato alla localizzazione di 15 geni coinvait questa via catabolica
(Powlowski and Shingler, 1994).

Il primo enzima depathwaye la fenolo idrossilasi PH, un complesso multieraico
che catalizza la conversione del fenolo a cated¢@aegione codificante la fenolo idrossilasi
comprende sei geni, indicati condenpKLMNOR ognuno dei quali ha un corrispondente
prodotto polipeptidico, PO, P1, P2, P3, P4 e Pser=ali per la completa funzionalita di PH e
per la crescita su fenolo (Nordluetal.,1990).

Gli enzimi codificati dai rimanenti nove geni delierone catabolico d®. sp. CF600,
dmpQBCDEFGH sono quelli demeta-cleavage pathwayer la conversione del catecolo a
piruvato ed acetil-CoA, che entreranno poi nel acidegli acidi tricarbossilici (TCA).
L’enzima che catalizza lo stadio piu critico dakta pathwayossia I'apertura dell’anello
aromatico, & il prodotto del gemiengB, la catecolo-2,3-ossigenasi (C2,30), conteneeté F
non-emico nel sito attivo (Powlowski and ShinglE394).

A monte dell'operonedmp e localizzato un genelmpR, divergentemente trascritto
rispetto aldmp operon(Fig. 15). La proteina DmpR appartiene alla cladegli attivatori
trascrizionali NtrC. Come XyIR, con cui mostra wentita di sequenza molto elevata
(>67%), in presenza dei substrati aromatici subistecambiamento conformazionale che
produce la forma attiva ed agisce come regolat@stipo promuovendo la trascrizione

dell'operonedmpdal promotorePo (s>*-dipendente)
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Figura 15. Rappresentazione del dmp pathway codificato tdmide catabolico pVI150
di Pseudomonas sp. strain CF600.
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1.5 Pseudomonas sp. OX1

Pseudomonasp. OX1 & un esempio di come i batteri possano adatdrambienti
mutevoli e siano in grado di svolgere funzionivdati per la decontaminazione ambientale.
Pseudomonasp. OX1 é stato isolato da fanghi attivi di scarichdustriali e civili. Ha la
capacita di utilizzare-xilene, il piu recalcitrante degli isomeri delldene, come unica fonte
di carbonio e di energia (Bagegt al., 1987); puo inoltre crescere su toluene, cresotn e
alcuni dimetilfenoli. Una ulteriore caratteristida questo batterio, che contribuisce alle sue
capacita di adattamento ad ambienti inquinati, &ua resistenza a composti organici ed
inorganici contenenti mercurio. La resistenza ataueo € codificata da un plasmide mentre i
geni coinvolti nel catabolismo degli idrocarburinsolocalizzati sul cromosoma (Barbieti
al., 1989).

In uno studio iniziale era stato classificato fisggcamente com@seudomonas stutzeri
ma recenti analisi genetiche e fisiologiche hannmoodtrato la sua appartenenza ad una
branca filogenetica dPseudomonas corrugataenotipicamente, dunque, dovrebbe essere
visto come un ceppo rappresentativo di una nuowveciep lontanamente correlata a
Pseudomonas stutzdladereaet al.,2006).

Nel genoma diPseudomonasp. OX1 i geni che codificano per gli enzimi del
catabolismo del toluene e dixilene sono organizzati in due operoni: uno, d&itooperon,
codifica per un complesso multienzimatico chiamal@wMO (Toluene o-xylene
MonoOssigenasi), l'altro,phe operon comprende i geni che codificano per Paenol
Hydroxylag PH (fig. 16), coinvolta nel metabolismo del fanokd i geni codificanti gli
enzimi dellower pathway.

L’intero upper pathwayomprende non solo l'attivita di TOMO ma anchellguéi PH.

Il processo di degradazione inizia con la conveesidegli idrocarburi in fenoli catalizzata da
ToMO. Questo evento porta alla produzione di unsceia dio- m- e p-cresolo a partire dal
toluene e di 2,3- e 3,4-dimetilfenolo a partire @ailene; successivamente tali intermedi
vengono convertiti in 3,4-dimetilcatecolo e in 4ifBaetilcatecolo da una seconda reazione di
monoossigenazione catalizzata o da ToMO o da RH Xif). La degradazione inizia quindi
con due successive reazioni di monoossigenaziowej th prima catalizzata da ToMO non e
regiospecifica, mentre la seconda, catalizzata oTallO o da PH, avviene sempre sul
carbonio in posizionerto rispetto a quella ossidrilata (Bertaatial., 1996).

| catecoli prodotti dalle reazioni di monoossiganag nellupper pathwaysono poi
degradati in intermedi che entrano nel ciclo dib&attraverso lower pathway.
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Figura 16. Organizzazione genica degli operoni TOMO e PH ialR®monas sp. OX1.
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Figura 17. Degradazione del toluene e o-xilene in P. sp. OX1
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Il locus codificante ToMO mappa in una regione dikb del cromosoma di
Pseudomonasp. OX1 indicata come locusou (toluene o-xylene utilization): I'analisi di
sequenza ha rivelato la presenza dclusterdi sei ORFs ¢penreadingframe9, chiamato
touABCDEF (fig. 16). Ogni gene trovato nel locus e essepzi@r la completa attivita
enzimatica. Cio suggerisce che ToMO, I'enzima raspbile dell'inizio del catabolismo di
toluene e do-xilene diP. sp. OX1, sia un complesso multienzimatico (Bertral., 1998).

In particolare ToMO appartiene alla famiglia delldMonossigenasi Batteriche
Multicomponente (BMMs), sottoclasse della ToluersiBene Monossigenasi 0 gruppo 2
(Cafaroet al.,2002).

Il complesso ToMO é costituito da una NADH-ferresloa-ossidoreduttasi (ToMO F)
con un centro [2Fe-2S], una ferredosskigske-typegToMO C), un centro ossidrilasico
(subcomplesso ToMO H) costituito dalle subunita ToM, B ed E ciascuna presente in
doppia copia a formare una struttura quaternarlatide (ofy). ed, infine, una subunita
regolatrice (ToMO D). Studi condotti sull'intero roplesso ricostituito a partire dalle
subunita ricombinanti hanno permesso di dimostreie I'ossidrilazione del substrato
aromatico e mediata da una catena di trasporto elegironi. Gli elettroni sono trasportati da
un donatore primario (NADH o NADPH) attraverso Badoreduttasi ToMO F alla
ferredossina ToMO C ed infine alla subunita cataiToMO A (con un centro di ferro di tipo
Fe-OH-Fe) del subcomplesso ToMO H. Per la subuhd®O D e stata proposta una
funzione di regolazione della catalisi. E statotiggato che ToMO D svolga la sua funzione
regolatoria interagendo direttamente con la subutatalitica ToMO A, influenzando sia la

velocita di reazione che la resa del prodotto (fR). (Cafarcet al.,2002).
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Il cluster genico per il lower pathway di Pseudomonassp. OX1 e localizzato
approssimativamente a 6 kb di distanza dall'operodificante ToMO ed é trascritto nella
direzione opposta rispetto elustergenico ToMO (fig.16). La sua organizzazione € ayal
all'operonedmp (di-methypheno) di Pseudomonasp. CF600 (Arenghet al.,2001).

Al 5’ dell’'operone e localizzato ualustergenico codificante PH: comprende sei geni
indicati comepheKLMNOP,ognuno dei quali ha un corrispondente prodottappptidico:
PO, P1, P2, P3, P4 e P5. Questo enzima multi-coemtersvolge la sua attivita catalitica
nell’'upper pathwaycon azione ridondante rispetto a ToMO. Il comgdeBH, come ToMO,
appartiene alla famiglia di Monossigenasi BattexicMulticomponente (BMMs), in
particolare alla sottoclasse delle Fenolo Idrossdegruppo 1 (Cafaret al.,2004).

Varie specie dPseudomonashe degradano il fenolo possiedono una fenolcsgilasi
simile alle flavoproteine idrossilasi batterichetgsper il catabolismo gi-idrossibenzoato e
melilotato. Queste flavoproteine idrossilasi catedno una reazione di monoossigenazione
dellanello aromatico in posizionerto (o in alcuni casipara) rispetto ad un gruppo
idrossilico preesistente. Il ruolo della flavinageello di attivare I'ossigeno molecolare che
normalmente non reagisce con i composti organittizazione iniziale coinvolge la
reazione della flavina ridotta con, Per formare una flavina 4a-idroperossido, la géale
agente ossigenativo elettrofilico relativamentealel§Entschet al., 1976). L'ossigenazione e
favorita dalla delocalizzazione degli elettroni dalippo ossidrilico del substrato all’anello
aromatico. Composti come il benzene, toluene oatftalsono meno suscettibili
all'ossigenazione per la mancanza di un sostituetdeatore di elettroni nell’anello
aromatico. In questi casi le ossigenasi presentahdoro sito attivo @complessato con il
ferro. Inoltre una o piu proteine per il trasferm di elettroni sono associate con la
componente ossigenativa di questi enzimi per triasfelettroni dal NAD(P)H, permettendo
la completa riduzione dell'ossigeno.

La fenolo idrossilasi diPseudomonasp. OX1 ha poco in comune con i singoli
componenti delle flavoproteine idrossilasi. Questaima multi-componente é risultato avere
un elevato grado di identita con PHRIlisp. CF600, di cui € nota l'attivita di ogni singolo
elemento del complesso. Le subunita L, M, N, O, reséltano essere per il 63, 68, 76, 53 e
77% identiche alle corrispondenti subunita di PHPdap. CF600 rispettivamente (Cafagb
al., 2004).
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Attraverso esperimentin vitro e stato dimostrando che solo la subunita PO e
indispensabile per I'attivita idrossilasica. La ifiaazione dei polipeptidi P1-P4 ha permesso
di identificare due componenti, uno rappresentat®@ e I'altro dal subcomplesso P1-P3-P4.
Gli elettroni donati dal NADH sono accettati da Paratterizzata da un centro [2Fe-2S] e dal
FAD, e da questa trasferiti alla componente idliessicomposta da P1-P3-P4, uniti in un
complesso dimerico di tipaagy)2 (Cadieuxet al., 2002; Powlowski and Shingler, 1990-
1994). La subunita P3 svolge l'attivita catalitiegresenta un centro binucleare contenente
ferro, del tipo Fe-O-Fe. La subunita P2 ha unaifum& regolatrice interagendo direttamente
con la subunita P3 e non contiene alcun cofattémnetallo (Cafaret al.,2004).

E stata gia descritta la capacita di TOMO di ossidana grande varieta di substrati
aromatici come toluene, benzefenolo,o-, m e p-cresolo e naftalene (Bertoet al., 1996).
Anche PH é capace di ossidare la miscela isomdrifsmnoli derivata da toluene e dailene
(o-, m e p-cresolo; 2,3- e 3,4-dimetilfenolo) convertendai norrispondenti metil- e dimetil-
catecoli (Arenghgt al., 2001). E stato osservato che ToMO e PH catalizEmonversione
del benzene in catecolo attraverso due success&®eioni, producendo fenolo come
intermedio. TOMO presenta una maggiore specifiségail benzene; al contrario PH mostra
una specificita piu spiccata per il fenolo. La ¢sesza di due attivita enzimatiche ridondanti
nell’'upper pathwayé fondamentale per rendere piu efficiente la diagimne degli
idrocarburi aromatici: in particolare e ottimizzalfaso del benzene grazie all’effetto di
esaurimento dei prodotti dell'ossidazione catalazga ToMO da parte di PH, escludendo

cosi la possibilita che il fenolo si accumuli (Gafat al.,2004).

OH OH
ToMO O ToMO ©OH
: e
—_— >
PH PH

benzene fenolo cresolo

Figura 19. Le attivita di ToMO e PH nell’'upper pathway sondandanti.
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Gli enzimi codificati dai rimanenti nove geni delierone dwer di Pseudomonasp.
OX1, pheQBCDEFGH sono quelli delmeta-cleavage pathwaper la conversione del
catecolo a piruvato ed acetil-CoA, che entreranabnel ciclo degli acidi tricarbossilici
(TCA).

L’enzima che catalizza lo stadio piu critico deleta pathway ossia I'apertura
dell'anello aromatico, € il prodotto del gemdeB, la catecolo-2,3-ossigenasi (C2,30),
contenente P& non-emico nel sito attivo (Arenght al., 2001) (fig. 20). Tale enzima
appartiene alla classe delle catecolo diossigeeasiadioliche, in quanto catalizza la
conversione del catecolo a semialdeide 2-idrossimuea. La catecolo-2,3-ossigenasiRli
sp. OX1 ¢é in grado di catalizzare la scissione’atedllo di molti intermedi (catecolo, 3-, 4-
metilcatecolo, 3,4- e 4,5-dimetilcatecolo) derivddil toluene e da-xilene mediante le due
monoossigenazioni dirette da ToMO e da PH uopper pathway(Arenghi et al., 2001).
Recentemente € stata determinata la sequenza tdiciealel gengheB di Pseudomonasp.
OXa1. Il genepheBeé costituito da 921 nucleotidi che codificano utigeptide di 307 residui
aminoacidici. Allineamenti multipli con altre diogenasi extradioliche, hanno evidenziato
che la sequenza amminoacidica dedotta della C2a8R dp.0OX1 presenta circa il 95% di
identita con la diossigenasi cristallizzataRlaputidamt-2 (Nozaki et al., 1970; Kitaet al.,
1999) e I'85% di identita con 'omologo DmpB Bseudomonasp. CF600 (Viggianet al.,
2004). La C2,30 d®. sp.OX1 appartiene alla famiglia delle diossigenasi effettuano il
taglio extradiolico dell’anello aromatico, in paxiare € un membro della sottofamiglia che
comprende le proteine che catalizzano I'apertulia deolecole aromatiche ad anello singolo.
Come la diossigenasi d@seudomonas putidat-2, I'enzima € un omotetramero costituito da
guattro monomeri, ciascuno con un peso di circk[3& Ogni monomero é formato da due
domini simili, uno all’estremita N-terminale, l'ait all’estremita C-terminale, dove e
localizzato il sito catalitico caratterizzato dafleesenza di uno ione metallico’FeNel sito
catalitico sono stati identificati tre residui anmoacidici, His-153, His-214 e Glu-265, che
sono fondamentali sia per il legame con il ferr@ gier I'attivitd catalitica (Sendet al.,
2000). Studi di spettroscopia di Raman (Vaillantetiral.,2002) condotti sulla C2,30 d&
putida mt-2 hanno evidenziato che il substrato, il catect#ga il ferro del sito attivo come
monoanione. Oltre ai tre ligandi endogeni del fesopra elencati, altri tre residui, His-246,
His-199 e Tyr-255, sono estremamente conservatifecipotizzare che tali residui possano
avere un ruolo nel legame del substrato e/o nekcamsmo catalitico. IfiPseudomonasp.
KKs102 il residuo Tyr-249 della diossigenasi, cgpandente al residuo Tyr-255 nella C2,30
di P. putidamt-2, agisce come donatore di protoni, formandolegame idrogeno con
I'ossigeno anionico dell’anello del catecolo, mentHis-194 (His-199 inP. putidg, agendo
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da accettore di protoni, puo formare un legame@geho con l'ossidrile del substrato (Sato
et al.,2002). E stato proposto un meccanismo catalitdegpdiossigenasi extradioliche (Sato
et al., 2002; Vaillancourtet al., 2002; Kitaet al., 1999; Quel, 1983) nel quale i residui
conservati His-246 e Tyr-255 sono coinvolti nelifazione del primo protone dal catecolo,
mentre I'His-199, comportandosi da catalizzatored@base, accetta il secondo protone.
Infine si realizza Il'attacco nucleofilo sul carboni3 del substrato con conseguente

incorporazione dell'ossigeno nell’anello aromatiPeeth and Bugg, 2003).

Il genepheQ localizzato tra i geni codificanti la fenolo idsilasi e la C2,30, codifica
un polipeptide che mostra il 41% di identita disega con ferredossiralx plant-type.La
sequenza nucleotidica del gene codificante la dessinaFdx da Pseudomonas sX1 é
stata determinata (Viggiaret al., 2004): allineamenti di sequenza indicano il 61.6%
identita con il genelmpQdi P. sp.CF600 e il 61.9% di identita con il ger@T dal plasmide
TOL pWWO diP. putidamt-2, ipotizzando, quindi, un’analoga funzione gdlazione.

Studi condotti su ceppi in cui il gemnpQdi Pseudomonasp. CF600 é stato deleto
dall’'operone pVI150 e su ceppi Biseudomonagputida mt-2 in cui 'omologoxylT é stato
mutato, indicano che lI'espressione di questa prateéi necessaria per permettere la crescita
batterica alle spese di 4-metilfenolo o di 3,4-ditfemolo. Esperimentiin vivo hanno
mostrato che la ferredossina &€ necessaria peativaizione della catecolo-2,3-ossigenasi
(Powlowski and Shingler, 1994). Questo enzima, tinfaé particolarmente sensibile
all'inattivazione durante il processamento di calie4-metil sostituiti, probabilmente a causa
dell'ossidazione dello ione ferro nel sito atti&i.ritiene che irPseudomonaputidamt-2 la
sua riattivazione proceda attraverso un trasferimen elettroni da un donatore non ancora
identificato, attraverso XylT, al ferro ossidatoor@iderando l'alto grado di similarita tra gli
operonidmpe xyl, si puo ipotizzare per DmpQ la stessa funziongwi, anche se tra i due
enzimi esiste solo il 64% di identita. La divergenm le due proteine fa ritenere possibile che
gueste ferredossine si siano evolute per adattadifferenti donatori di elettroni anziché
rispondere a differenze strutturali tra le corrisgyenti catecolo-2,3-ossigenasi con culi
interagiscono (Powlowski and Shingler, 1994).

La presenza di proteine ferredossina—simili negkronidmp e xyl, sostiene l'ipotesi
che queste proteine redox possano rappresentarestuai@gia adottata dai batteri per
espandere la specificita di substrato oheta-cleavage pathwayn modo tale da includere
composti altrimenti trasformati nei letali 4-me#tecoli. A tale ipotesi si pu0 aggiungere
I'osservazione che né I'operomed (P. putidaF1) né I'operonéoph (catabolismo di cloro-
bifenili) (Pseudomonasp. IC) codificano per una proteina simile (PowlowshkdaShingler,
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1994). In entrambi i sistemi enzimatici, infattiom sono stati identificati substrati

metabolizzati in intermedi para-sostituiti.

Il meta-cleavage pathwayiostra una grande versatilita permettendo la diegrane di
molti catecoli sostituiti. La sua versatilita matéiba si manifesta principalmente nell’attivita
della C2,30 che riconosce come substrati tutti adptti metil-sostituiti e non derivati
dall'upper pathwaye, successivamente, nei due possibili destini zhesemialdeide
idrossimuconica, derivata dalla reazione di scissidell’anello del catecolo, puo avere (Kim
et al.,1997).

| prodotti delmeta-cleavagesono processati attraverso una via idrolitica caa#rso
una via deidrogenasica, che producono entrambexbpenta-4-dienoato (fig. 20).

La via idrolitica converte direttamente la semia@e2-idrossimuconica in 2-oxopenta-
4-dienoato mediante I'attivita della semialdeideogsimuconica idrolasi (HMSH) codificata
dal genepheD Attraverso la via deidrogenasica, invece, taidotti sono trasformati a 4-
oxalocrotonato dalla semialdeide idrossimuconicardgenasi (HMSD) NAD-dipendente,
codificata dal gengheC Il 4-oxalocrotonato € poi convertito a 2-oxope#tdienoato
attraverso le successive attivita della 4-oxalamrato isomerasi (40l) e della 4-
oxalocrotonato decarbossilasi (40D), codificatepetivamente dagli ultimi due geni
dell'operone,phel e pheH Questa seconda via & anche nota cdrogalocrotonato branch
(Arenghiet al.,2001).
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| prodotti derivati dal meta-cleavagedel catecolo e del 4-metilcatecolo sono
metabolizzati attraverso la via deidrogenasicaquanto la deidrogenasi HMSD mostra
un’affinita verso composti contenenti un gruppoe#dito ossidabile maggiore rispetto a
quella mostrata dalla idrolasi HMSH. La via idrigiét, invece, € responsabile della
degradazione del prodotto dekta-cleavageel 3-metilcatecolo, un chetone.

Il gene pheC,codificante la deidrogenasi HMSD, mostra I'85% diajogia con il gene
dmpCdi Pseudomonasp. CF600 e il 98% con il geneylG di Pseudomonas putidat-2; il
gene pheD,codificante la idrolasi HMSH, mostra 1'82% di omgla con il genedmpD di
Pseudomonasp.CF600 e I'80% con il geneylF di Pseudomonas putidat-2 (Di Donatoet
al., non pubblicata)

La sequenza amminoacidica della deidrogenasi HM&B. ¢p. CF600 mostra circa il
40% di identita con varie aldeidi deidrogenasi eiati@he e 1'84% di identita con la HMSD
codificata daxylG del plasmide TOL pWWO dP. putidamt-2 (Powlowski and Shingler,
1994). Le aldeidi deidrogenasi eucariotiche, peal@ga con la gliceraldeide-3-fosfato
deidrogenasi, presentano un meccanismo di azioee comvolge la formazione di un
intermedio tioemiacetalico, che trasferisce une@iwiuro al NAD, per essere poi idrolizzato
dall’enzima. Gli isozimi delle aldeidi deidrogenasesentano, nel loro sito attivo, un residuo
di serina conservato che si ritiene sia coinvotbanformazione di un acil-enzima intermedio
(Powlowski and Shingler, 1994): questo residuo moronservato nella sequenza della
deidrogenasi HMSD.

La sequenza amminoacidica della idrolasi HMSH Riasp. CF600 € omologa al
prodotto enzimatico del gengylF da P. putidamt-2. In base alla identita di sequenza (20%
circa) tra la idrolasi HMSH codificata dglF e I'atropina esterasi, una serina idrolasi, éastat
ipotizzata la partecipazione di un residuo di se(i®er-107) del sito attivo nella catalisi della
HMSH di P. sp. CF600 (Powlowski and Shingler, 1994). Si puo credgre il meccanismo
con cui Iidrolasi HMSH scinde un legame carbonawbonio sia analogo al meccanismo con
cui agisce l'esterasi nel rompere un legame cadossigeno.

La via deidrogenasica che seguerata-cleavagealel catecolo o del 4-metilcatecolo
comprende, oltre alla deidrogenasi HMSD, I'attivdg&lla isomerasi 401 e della decarbossilasi
40D per trasformare il 4-oxalocrotonato, prodottil’dzione di HMSD, in 2-oxopenta-4-
dienoato, che prosegue nella degradazione (fig. 20)

La 4-oxalocrotonato isomerasi (40l) € codificatal dgne phd, l'ultimo gene
delloperonephe di P. sp. OX1 (Caruseet al, non pubblicato). Questo enzima catalizza

I'isomerizzazione del 4-oxalocrotonato a 2-chetesgnedioato. Studi condotti su mutanti di
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P. putidaU mancanti dell’attivita di 401 hanno mostrato ajieesto enzima € necessario alla
crescita su substrati fenolici che vengono conwenti catecolo o in 4-metilcatecolo e
successivamente metabolizzati attraverso la vidrogenasica (Powlowski and Shingler,
1994).

La 4-oxalocrotonato decarbossilasi (40D), codiicatal genepheH catalizza la
reazione finale della via deidrogenasica, portaaitio formazione di 2-oxopenta-4-dienoato,
che diventa il substrato del successivo enzimantgh-pathwayla 2-oxopenta-4-dienoato
idratasi (OEH) (Caruset al, non pubblicato).

L’idratasi OEH e codificata dal gemeE la sua sequenza nucleotidica mostra I'85%
di omologia con il gene&lmpE di Pseudomonasp. CF600 e il 98% con il geng/lJ di
Pseudomonas putidat-2 (Di Donatoet al., non pubblicato). La sua azione e necessaria per
trasformare il 2-oxopenta-4-dienoato in 4-idrossix@valerato. Il confronto tra gli enzimi
Dmp di Pseudomonasp. CF600 e Xyl dPseudomonas putidat-2 omologhi, ha suggerito
una possibile associazione fisica tra i polipeptldD e OEH, partendo dall'osservazione che
il prodotto instabile di 40D e il substrato di OEW!associazione tra i due enzimi
permetterebbe di incanalare lintermedio instabikdla via degradativa (Powlowski and
Shingler, 1994). Le sequenze amminoacidiche degmtetali enzimi, mostrano tra loro il
37% di identita, indicando un’origine comune. E gibe che questi enzimi si siano evoluti a
partire da una proteina ancestrale, originariamemiktimerica, spiegando cosi la loro stretta
associazione, anche se rimane da dimostrare chstogqaerangiamento abbia un ruolo
nell'incanalare I'intermedio nebathway catabolico (Powlowski and Shingler, 1994). Una
prova a favore dell’evoluzione comune dei due endariva dal paragone della sequenza
nucleotidica del gendmpkE, codificante I'idratasi OEH, con quelle dei coroesglenti geni
bph e tod del meta-pathwayli P. sp.IC e P. putidaF1, rispettivamente. Entrambpathways
sono caratterizzati dalla mancanza debxalocrotonatobranch quindi nessuno dei due
operoni comprende i geni corrispondenti (Powlovesid Shingler, 1994). A causa della bassa
omologia di sequenza, si pud pensare che le idBfas e Tod, sebbene abbiano entrambe
come substrato il 2-oxopenta-4-dienoato utilizzatohe dalla idratasi DmpE, si siano evolute
in condizioni differenti, in particolare in asserthkalla decarbossilasi come partner metabolico
(Powlowski and Shingler, 1994).
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Una stretta associazione fisica € stata ipotizaatehe per gli ultimi due enzimi del
meta-pathwaydi P. sp. OX1 la 4-idrossi-2-oxovalerato aldolasi (HOA), codifigadal gene
pheG,e l'aldeide deidrogenasi (acetilante) (ADA), caadifa dal gen@heF. Questa ipotesi é
stata formulata sulla base della elevata percentdaidentita nucleotidica esistente tra le
sequenze dei gempheF e pheGe gli omologhidmpF e dmpG di Pseudomonasp. CF600
(Carusoet al., non pubblicato). Le attivita catalitiche dell'aldsi HOA e della deidrogenasi
ADA producono piruvato ed acetil-CoA, i prodottndli della via degradativa che entreranno
nel ciclo di Krebs. Si ritiene che I'associaziona it due enzimi sia necessaria ad incanalare
I'intermedio reattivo prodotto da HOA, I'acetaldeidserso il sito attivo di ADA, in modo tale
da evitare la sua libera diffusione, proteggendoelula dalla sua tossicita, assicurando che
venga metabolizzato da ADA (Powlowski and Shingl®94) (fig.21).

NAD+, CoA SH NADH+H"

CH; COOH CHs C|H3
p———— |
2N °
H o) 7 H o) SCoA
4-hydroxy-
2-oxovalerate acetaldehyde acetyl CoA

pyruvate

Figura 21.Le ultime due reazioni del meta pathway di Pseud@sgp. OX1.

La struttura cristallografica dell’enzima bifunzada aldolasi-deidrogenasi DmpFG da
P. sp. CF600, complessata con il cofattore NAR stata determinata (Manjasedt al.,
2003). | risultati strutturali hanno permesso doioa I'organizzazione dei due siti attivi, la
possibile esistenza di un meccanismo di canalienazdel substrato tra di loro e come le
interazioni proteina-proteina possano facilitardrasferimento dell’acetaldeide tra due siti

distanti.
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L'unita biologica attiva dell’enzima DmpFG e unrtehero di 140 kDa costituito da
due eterodimeri DmpFG (DmpF di 32.5 kDa e DmpG db3XDa). Il cristallo contiene una
unita asimmetricartorombica costituita da due tetrameri di eterodinbamipFG. Le subunita
DmpG formano ilcore della struttura tetramerica, mentre le subunitgpbraono localizzate
alla periferia (Manjasettgt al.,2003) (fig. 22).

Figura 22: Assemblaggio tetramerico dell’enzima bifunzionalendbG. Le due
molecole di DmpG sono mostrate in differente gramtaz di blu ed i due protomeri
DmpF, localizzati alla periferia dell’oligomero, B0 rappresentati in differente
gradazione di rosso. L'oxalato ed il NADegati ai siti attivi di DmpG e DmpF,
rispettivamente, sono mostrati nella rappresentagia sfere e bastoncini.
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Studi di attivita enzimatica hanno dimostrato cl@AHe inattiva se espressa in assenza
di ADA, mentre quest'ultima mantiene la sua atlivquando € espressa da sola; questo
suggerisce che i siti attivi dei due enzimi siaepasati sebbene in diretta comunicazione
(Powlowskiet al.,1993).

DmpG (HOA) é composto da due domini: un dominioelN¥tinale con struttura a botte
TIM (a/B)s (residui 1-250) e un dominio C-terminale di conuazione costituito da cinque
a-eliche (residui 251-345) (fig. 23 a). Quest'ultipoovvede alla formazione di un numero
significativo di contatti intersubunita con DmpFpercio sembra avere un ruolo chiave nella
formazione dell’eterodimero (Manjasety al., 2003). Il sito attivo di DmpG é localizzato al
C-terminale della botte TIMo{B)s. In esso & presente uno ione ®noordinato dai residui
Asp-18, His-200, His-202 e da una molecola di acquaosizione 403. Una seconda
molecola di acqua € legata mediante un legame kesiduo di His-21 (Manjasettgt al.,
2003). Per la presenza di uno ionetnel sito attivo di HOA, si ritiene che I'aldolason
appartenga a nessuna delle due classi in cuirialime sono in genere suddivisi: la prima
classe comprende quelle aldolasi la cui attivitaliteca richiede la presenza di un residuo di
lisina nel sito attivo, mentre nella seconda class® presenti quegli enzimi che richiedono
uno ione metallico, generalmente Mg Zrf*, per I'interazione con il gruppo chetonico del
substrato (Powlowski and Shingler, 1994). Si pute dthe DmpG appartenga ad una
sottoclasse delle aldolasi di classe II.

DmpF (ADA) ha una struttura organizzata in due domun dominio di legame al
NAD" (residui 1-30 e 286-312) e un dominio di dimerdaae (residui 131-312) (Manjasetty
et al., 2003) (fig. 23 b). La deidrogenasi richied&D" per la sua attivita catalitica. |
protomeri DmpF esistono sia com®enzimi che nella formapo. Nella formaolo di DmpF,

il dominio di legame al cofattore e ruotato verdsdaminio di dimerizzazione, dando luogo ad
una conformazione chiusa rispetto a quella asswdl’enzima nella formaapao
Comparazioni strutturali tra le due forme dell'anai rivelano che [l'attivita catalitica della
deidrogenasi si basa sia su movimenti dei domiei €n movimenti delle catene laterali di
specifici residui amminoacidici (Manjasey al., 2003). Il sito attivo di DmpF é localizzato
allinterfaccia tra il dominio legante il cofattoléAD™ e il dominio di dimerizzazione, dove
una Cys-132, responsabile dell’attivita catalitieaadiacente all'anello nicotinammidico del
NAD" (Manjasettyet al.,2003).

44



b)

Figura 23: Rappresentazione strutturale degli enzimi DmpG @bm

a) Rappresentazione del protomero DmpF. Il dominioledjame per il NAD &
raffigurato in rosso ed il dominio di dimerizzazeim blu.

b) Rappresentazione del protomero DmpG. Il dominicaglé TIM e color magenta
ed il dominio di comunicazione € in grigio.
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Sono stati proposti due possibili meccanismi coigtier spiegare I'attivita catalitica
dell’aldeide deidrogenasi acetilasi Bi. sp. CF600. In una reazione a 3 componenti, il
meccanismo cinetico pud essere “sequenziale”, inacetaldeide, NAD e CoA legano
I'enzima prima del rilascio dei prodotti, 0 a “pHpgng”, in cui il NAD' si lega all'enzima,
seguito dall'acetaldeide; subito dopo viene rilasziil NADH, quindi si lega il CoA
formando, infine, l'acetil-CoA. Studi di attivitangimatica condotti sull'aldeide deidrogenasi
DmpF e sul complesso DmpFG hanno escluso il mesgena “ping-pong” e proposto due
meccanismi cinetici per il legame sequenziale a#ima. In entrambi i casi si ipotizza la
formazione di un complesso intermedio costituitoeti@ima, acetaldeide e NADa cui Si
lega poi il CoA. A questo punto viene rilasciatopilodotto, I'acetil-CoA, ed il NADH
(www.collectionscanada.gc.ca/obj/s4/f2/dsk2/ftp01/38@58. pdf.

Gli studi cristallografici hanno confermatodhannelingdell’acetaldeide tra i siti attivi

dell'eterodimero DmpFG. lchannelingenzimatico € un processo attraverso il quale gli
intermedi metabolici, come l'acetaldeide, sonoféats direttamente tra i siti attivi dei due
enzimi senza essere rilasciati nel mezzo cellulaie; costituisce un vantaggio perché
protegge gli intermedi chimicamente labili dallagcedazione, previene la diffusione degli
intermedi non polari attraverso la membrana calutaprotegge la cellula dai prodotti tossici
dei pathwayscatabolici, come nel caso dell'acetaldeide.

Tra il dominio a barile TIM e quello di comunicaa®di DmpG si forma un canale che
si estende verso il sito attivo di DmpF. In presedz NAD' tale canale ha una lunghezza di
29A. | residui amminoacidici che delimitano il cémaono principalmente idrofobici, in
modo da creare un ambiente non reattivo in cui passare I'acetaldeide. Nella struttura
dell’'oloenzima le estremita del canale sono bleeaatlivello di entrambi i siti attivi. La
catena laterale della Tyr-291 chiude I'entratauainel dal sito dell’aldolasi, mentre i residui
lle-172, lle-196 e Met-198 bloccano 'accesso &b sittivo di ADA (fig. 24) (Manjasettet
al., 2003).

Il substrato di HOA, il 4-idrossi-2-oxovalerato, lacesso al sito attivo di DmpG
passando attraverso un canale che si estendendai¥ate acquoso esterno verso il sito
attivo. Il residuo di His-21 controlla I'accesso @to attivo mediante movimenti torsionali
della sua catena laterale che vanno ad aprirefeteuitl canale. Una volta che il substrato e
all'interno del sito attivo, la catena lateraleldelis-21 va ad assumere la posizione che le
permette di estrarre il protone 4-idrossi dal swaibst liberando cosi I'acetaldeide ed enolato,
che rimane legato all’enzima nel sito attivo. Léeca laterale della Tyr-291 lega il substrato
e blocca l'accesso al tunnel: un successivo mouvinéarsionale della catena laterale

permette alla Tyr-291 di accettare il protone dha*21 ed aprire I'accesso al tunnel,
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incanalando l'acetaldeide verso il sito attivo dDA La Tyr-291 e poi riposizionata
nell'orientamento “tunnel chiuso”, in cui pud protre I'enolato legato al sito attivo per dare
piruvato. L'acetaldeide raggiunge il sito attivoAIDA: grazie all'interazione con il NADe
con il Coenzima A, ADA puo catalizzare una reazidndeidrogenazione dell’acetaldeide ad
acetato, seguita dalla sua conversione ad acefiliGanodo ATP-indipendente (Manjasetty
et al.,2003).
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Figura 24. Rappresentazione schematica delle reazioni mediate da HOA, con il
trasferimento dell’acetaldeide al sito attivo di ADA.
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La caratterizzazione genetica e biochimicapihwayscatabolici diPseudomonasp.
OX1 é il risultato della collaborazione tra divegsuppi di ricerca.

Nel laboratorio della Prof. Carla Caruso, pres&iniversita della Tuscia di Viterbo,
dove ho svolto il mio dottorato di ricerca, € stagortato a termine il sequenziamento
dell'operonephe di Pseudomonasp. OX1, omologo all’operonémp di Pseudomonasp.
CF600. Le sequenze determinate sono relative algimiuquattro geni codificanti
rispettivamente I'aldeide deidrogenasi (acetilaif)A), codificata dal genphd- (66% di
identita condmd e 64% corxylQ), la 4-idrossi-2-oxovalerato aldolasi (HOA), dochita dal
genepheG (64% di identita conlmpG e 62% corxylK), la 4-oxalocrotonato decarbossilasi
(40D), codificata dal gen@hed (83% di identita condmd e 93% conxyll) e la 4-
oxalocrotonato isomerasi (40l), codificata dal gphd (68% di identita cordmgd e 82%
conxylH) (Caruscet al.,non pubblicato).

L’operone phe codificante gli enzimi delower meta pathwaye stato isolato dal
genoma diPseudomonasp. OX1 e clonato in un vettore cosmidico noto cqi®3411
(Bertoniet al.,1996). La sequenza degli ultimi quattro geni d@é&rongphedi Pseudomonas
sp. OX1 e stata determinata mediante la tecnica“pi@iner walking, usando il DNA
cosmidico come stampo. La sequenza dell’opepimeera stata delucidata dal gruppo del
Prof. Di Donato, Universita degli studi FedericadllNapoli, fino al gengheE,codificante
per I'enzima OEH (2-oxopenta-4-dienoato idratalsi)base alla sequenza nota nella regione
3’ del genephee (85% di identita codmpE e 98% corxyld), é stato progettato ysrimer che
ha permesso di estendere la sequenza all'interhgette successivpheF. Dalle sequenze
ottenute ogni volta, sono stati progetg@atimers piu interni che hanno permesso di estendere
la lettura della sequenza nucleotidica dell’operphein direzione 5 3’, delucidando cosi
la sequenza dei gepheFGHI (Caruscet al.,non pubblicato).

Parte del lavoro presentato in questa tesi € inmensulla caratterizzazione funzionale
dell'aldolasi HOA e della deidrogenasi ADA Eseudomonasp. OX1.

| genipheFe pheG,codificanti rispettivamente |la deidrogenasi ADAatdolasi HOA,
sono stati sottoposti a studi di similarita utibezlo il programma EXPASY disponibile in

rete all’indirizzo http://www.expasy.org/toolsLe sequenze nucleotidiche dei due geni sono

state allineate a quelle di geni omologhi di batégpartenenti al genef@seudomonasn
particolare P. sp. CF600 (operondmp per il catabolismo dei (metil)fenoli. Numero di
accessione M33263p. putidamt-2 (plasmide TOL pWWQer il catabolismo del toluene e
xilene. Numero di accessione M6474P, putida HS1 (plasmide TOL pDK1 per Il
catabolismo di toluene e xilene. Numero di accessidF134348),P. sp. S-47 rheta
cleavage pathwaper la degradazione del 4-clorobenzoato. Numewrcdessione AF20981)
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e P. stutzeriAN10 (meta cleavage pathwayer la degradazione del naftalene. Numero di
accessione AF039534). L'allineamento delle sequemmdeotidiche e stato realizzato in
maniera da ottimizzare i risultati facendo rico@binserimento di alcuni “gaps”. Nelle

tabelle sono riportate le percentuali di identitaetjuenza nucleotidica (Tab. 1).

pheG | CF600 mt-2 HS1 s$-47  OX1 pheF | CF600 mt-2 HSl s-47 OX1
AN10 65 62 63 96 98 ANI10 66 64 66 99 97
oX1 64 62 63 96 ox1 66 64 66 97
547 64 63 63 547 66 64 66

Hs1 80 92 Hs1 86 91

mt-2 81 mt-2 85

Tabella 1.ldentita di sequenza nucleotidica (%) dei geni pegtheG.

| genipheFe pheGdi P. sp. OX1 mostrano un elevata identita di sequennai geni
omologhi per il metabolismo del naftalene e delatabenzoato rispettivamente fh stutzeri
AN10 (97% e 98% rispettivamente) R sp. S-47 (97% e 96%). Una minore identita di
sequenza € presente tra i geheFe pheGdi P. sp. OX1 ed i geni omologhi @&. sp. CF600
(66% e 64%)P. putidaHS1 (66% e 63%) B. putidamt-2 (64% e 62%).

Successivamente € stata realizzata la caratteidreastrutturale delle proteine ADA e
HOA daP. sp. OX1. La traduzione della sequenza nucleotigistata effettuata utilizzando il
programma EXPASY. L'analisi della sequenza nucthosi del gen@heF,codificante ADA,
rivela una ORF che codifica per una putativa praedi 307 amminoacidici, mentre quella
effettuata sul gengheG codificante HOAyivela una ORFHi 346 residui amminoacidici (fig.
25).
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MNKKLKAAI | GPGNI GTDLVVKMLRSEW EPVWWGE DPESDGLKRAREFGLKTTAEGVD
GLLPHVLDDDI RI AFDATSAYVHAENSRKLNELGVLMWDLTPAAI GRYCVPPVNLKQHVG
TLEMNVNWTCGGQATI PMWAAVSRVQPVAYGEI VATVSSRSI GPGTRKNI DEFTRTTAG
Al EQVGGAKEGKAI | VWNPAEPPLMVRDTI HCL TETEPDQDAI TASVHAM AEVCKYVPG
YRLKNGPVFDANRVSI FMEVEGL GDYL PKYAGNLDI MIAAAL RTGEMFAEEI ASGTI QLP
RREAAL A«

HOA

IVNL QGKNVT L HDVSL RDGVHAKRHQ SLEQM AVATGLDAAGVPLI El THGDA.GCGRSI N
YGFPAHSDEEYLRAVI PRLKQAKVSALLLPG GTVDHLKMALDCGVSTI RVATHCTEADV
SEQH GVBRKLGADTVGFLMVAHM SAEKVLEQARLMESYGANCI YCTDSAGYM.PDEVS
EKI GLLRAELNPATEI GFHGHHNMGVAI ANSLAAI EAGASRI DGSVAGLGAGAGNTPLEV
FVAVCKRMGVETG DLYKI MDVAEDL VWPMVDQPI RVDRDAL TLGYAGVYSSFLLFAQRA
EKKYGVPARDI LVELGRRGTVGGQEDM EDLAL DVSRARQSQKVSA «

Figura 25. Putativa sequenza amminoacidica delle proteine £D40A da P. sgOX1.
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Una bassa ma significativa identita di sequenzeesente tra le proteine ADA e HOA

di P. sp. OX1 eP. sp. CF600, di cui € nota la struttura tridimenaie determinata mediante
cristallografia ai raggi X (Manjasetst al 2003) (Tab. 2).

HOA |CF600 mt-2  HS1 s5-47 OX1 ADA | CF600 mt-2 HSl s-47  OXl1
ANI10 53 55 52 99 99 ANI10 58 58 58 99 99
OX1 53 55 52 99 OX1 58 58 58 99
5-47 53 55 52 5-47 58 58 58
Hs1 83 92 Hs1 89 95
mt-2 87 mt-2 89

Tabella 2.Identita di sequenza amminoacidica (%) delle greteADA e HOA. In rosso
le percentuali di identita delle proteine ADA e HOAP. sp.OX1 e P. spCF600.

La struttura tridimensionale dell’enzima bifunzitadeidrogenasi/aldolasi (DmpFG) di
P. sp. CF600, disponibile in internet nella banca dati P@®de n. 1INVM), é stata utilizzata
come stampo per costruire un modello tridimens®muial complesso enzimatico ADA-HOA

di P. sp. OX1. L'allineamento delle sequenze amminoabglidelle proteine ADA e HOA

con le proteine omologhe cristallizzateRlasp. CF600, ha messo in evidenza rispettivamente
un’identita del 58% e del 53% (Tab. 2).

Questooraldi identita di sequenza proteica

assicura 'omologia ed una similarita tridimensienta le proteine in esame, permettendo la

fattibilita di uno studio dihomology modeling A questo punto, testata sia la stabilita

termodinamica che la qualita stereochimica medidrgeafico di Ramachandran, il modello

tridimensionale ricavato e risultato praticamerderapponibile allo stampo (fig. 26) (Caruso

et al.,non pubblicato).
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HOA ADA

Figura 26. Rappresentazione dei modelli tridimensionali @gi¥ima bifunzionale
DmpFG da P. spCF600e dell’enzima bifunzionale ADA-HOA da P. §X1.

L'allineamento della sequenza aminoacidica dellastggna ADA daP. sp. OX1 con
DmpF ha evidenziato una delezione di 17 residui aoatidici (residui 252-269) nella
proteina ADA. Come si nota in figura 26, i 17 residmminoacidici mancanti corrispondono
ad un tratto che si ripiega a loop nella strutttrrdimensionale dell’enzima DmpF dR.
CF600. Dal momento che é stato ipotizzato un furasieento analogo dei due complessi

enzimatici questa delezione risulterebbe ininfleaaitfini dell'attivita catalitica.
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1.6 Degradazione dei tre isomeri dello xilene isdidomonas sp. OX1

| ceppi batterici che degradano composti aromati@mstrano una rimarchevole
versatilita metabolica dovuta ad un ampinge di substrati riconosciuti dagli enzimi
catabolici. Questa bassa specificita di substrattapalla degradazione di molecole tra loro
correlate attraverso lo stesgathwaycatabolico. Ne sono un esempio tolueme e p-xilene
che vengono metabolizzati normalmente medianterdgrpssiva ossidazione del gruppo
metilico che porta alla formazione di un acido thetnzoico poi convertito a (metil)catecolo
(TOL upper pathway (Burlageet al., 1989). Lo-xilene, invece, non pud essere degradato
attraverso il TOLupper pathwaypoiché i derivati del toluenerto-sostituiti non sono
substrati per la xilene monoossigenasi, il primpim di questa via catabolica.

Un'ulteriore versatilita metabolica pud essere nmagg mediante I'acquisizione di
trasposoni catabolici che portano le informazioengtiche per nuovpathways Inoltre,
sequenze di inserzione ISs, possono contribuir@ \&rsatilita metabolica dei batteri, in
quanto determinano riarrangiamenti genomici ches@os portare all’espressione di geni
altrimenti silenti.

Pseudomonasp.OX1 € in grado di crescere in presenza di toluehe»alene, ma non
puo utilizzarem- e p-xilene come substrati di crescita. Infatti, quaridoeppo & esposto a
questi composti, le cellule batteriche muoiono paccumulo di composti parzialmente
ossidati: alcuni fenoli e catecoli prodotti attres le attivita di TOMO e PH possono essere
degradati solo molto lentamente o non venire affatitabolizzati (Barbieret al., 1993). E
stato osservato che le attivitd di ToMO e dellaofenidrossilasi PH sono in grado di
convertirem- e p-xilene in 3,5-dimetilcatecolo e in 3,6-dimetilcatéx, rispettivamente. La
C2,30 diPseudomonasp. OX1 rappresenta la “strettoia” per la succesdigradazione di
questi intermedi: tale enzima € in grado di catalie la scissione dell’anello di molti
intermedi (catecolo, 3- e 4-metilcatecolo, 3,4-,®-dimetilcatecolo) derivati da tolueneoe
xilene attraverso le due monoossigenazioni direté@MO e da PH, per dare semialdeide 2-
idrossimuconica, ma sembra incapace di cataliziéar&glio dei catecoli con due gruppi
metilici nelle posizioni 3,5 e 3,6.

Il 3,5-dimetilcatecolo e il 3,6-dimetilcatecolo spmprodotti attraverso la progressiva
ossidazione dell'anello aromatico che porten-ae p-xilene cis-diidrodioli, poi deidrogenati
nei rispettivi dimetilcatecoli, che si accumulanoighé non vengono metabolizzati dalla
C2,30, risultando tossici per la cellula (Arengtiial., 2001; Barbieriet al., 1993 e 2000;
Bertoni et al., 1996). Ciononostante, da colture i sp. OX1, sono stati isolati mutanti

spontanei che avevano acquisito la capacita diceressum- e p-xilene, ma incapaci di

54



utilizzare lorto-isomero (Barbieriet al., 1993). Successivamente sono stati isolati dei
revertanti in grado di crescere su tutti i tre isondello xilene (Di Leccet al.,1997).

E stato dimostrato che la degradazione dei duedsaigllo xilene procede attraverso il
TOL pathway Il processo consiste nella progressiva ossidazibel gruppo metilico, per
arrivare alla formazione di monometilcatecoli n@tali, superando la limitazione imposta
dalla C2,30 (Barbieret al.,1993; Bologneset al.,1999).

Pseudomonasp. OX1, a livello fenotipico, non mostra alcunalagia con i ceppi
TOL, ma porta tutte le informazioni genetiche resie per il catabolismo dn- e p-xilene
(fig. 27). Il mutante spontand@seudomonadll, infatti, porta i geni codificanti gli enzimi
coinvolti nella degradazione dei due isomeri dedllene, altamente omologhi ai geryl
dell'upper pathwayin pWWO0 di P. putidamt-2. Questo mutante non €& piu in grado di
utilizzareo-xilene come fonte di carbonio ed energia ma degmadsp-xilene catalizzando la
progressiva ossidazione del gruppo metilico (fig). Barbieriet al., 1993).

Negli ambienti inquinati, i tre isomeri dello xilersono solitamente presenti in miscela,
percio, la capacita di degradare i metilbenzeninay@presentare un vantaggio per i batteri che
colonizzano tali aree. E noto un solo esempio ttebacon tali caratteristiche. Il revertante
Pseudomona®l mostra la capacita di degradare i tre isomdio délene: presenta sia il
TOL pathwayperm- e p-xilene, che il TOUpathwayper il catabolismo do-xilene (fig. 27).

Il catabolismo dim- e p-xilene, mediante il TOlpathway,procede attraverso la progressiva
ossidazione del gruppo metilico per dare, rispattignte, il 3- e il 4- metilbenzoato mentre,
attraverso il TOU pathway, una piccola quantita dei due isomeri dello xilemene
trasformata nei corrispondenti dimetilfenoli (28-2,5-dimetilfenolo, rispettivamente), che
non sono usati per la crescita e sono tossicigeellula. E stato osservato, infatti, che i due
dimetilfenoli intermedi sono successivamente caditveda ToMO e PH in 3,5- e 3,6-
dimetilcatecolo, non metabolizzati dalla C2,30ri8ene che la produzione degli intermedi
tossici sia la causa della rara presenza di talertanti negli ambienti contaminati dai
metilbenzeni (Di Lecceet al., 1997). Il cometabolismo rappresenta, quindi, uvantggio
evolutivo per il batterio che si trova in ambiemguinati dai tre isomeri dello xilene e puo
essere aggirato mediante il silenziamento di unadepathwaycatabolici. InPseudomonas
sp. OX1, infatti, i geni codificanti il TOLpathway sono inattivati dalla presenza di una
sequenza di inserzione di 3kb, indicata come ISRsEsto elemento trasponibile e assente,
invece, nella corrispondente regione nel DNA detante M1. L'incapacita di M1 di crescere
suo-xilene é dovuta all'inattivazione del TOphthwaymediata dall'inserzione di una ISPs.
Nessuna IS € stata trovata, invece,ahastergenicitou e xyl del revertante R1 (Bolognese
al., 1999).

55



Sebbene il TOLlpathwaysia silente nel ceppo selvatico Bseudomonasp. OX1, la
conservazione dei geryl nel genoma puo conferire un vantaggio selettiva ptipolazione
batterica. Tali geni rappresentano, infatti, uisama di informazione genetica che, in seguito
a cambiamenti delle condizioni ambientali, puo @ssire la sopravvivenza di quei membri
della popolazione che li esprimono. Tutto ci0 salila attraverso un riarrangiamento
genetico mediato dalla trasposizione e stimolato cdadizioni di stress ambientale,
generando, cosi, una grande variabilita geneticangribuendo alla plasticita genomica di

Pseudomonasp. OX1

OXx1 TOL
M1 Pathway
___________ COOH CH3
R1 CH;
Acido 2-metibenzoico o-xilene 2,3-dimetilfenolo
COOH CH3 CHs
OH
—_—
.................... »
R, R Ry
RZ RZ RZ
R=CH
RI-H 3 Acido 3-metilbenzoico m-xilene 2 3-dimetilfenolo
)=
Ry=H Acido 4-metilbenzoico p-Xilene 2 5-dimetilfenolo
R,=CHj;

Figura 27. Catabolismo di o-, m- e p-xilene in Pseudomona©3fi, M1 e R1
attraverso il TOL ed il TOU pathway.
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1.7 Controllo trascrizionale

Gli elementi coinvolti nella regolazione dell’'espseone di ToMO sono il regolatore
positivo TouR e il promotoreByo (fig. 28).

Promo, il promotore cognato diouR é localizzato 2kb a monte del codone di inizio
ATG del primo gene codificante il complesso multiematicotou. Si tratta di un promotore
o>*dipendente con le caratteristiche sequenze conseld TGGC e —12 TTGC. A monte
della sequenza consenso —-24 sono state localizhsgeripetizioni di 15 bp altamente
omologhe alle UASsupstreamactivating sequencesriconosciute da vari attivatori della
trascrizione depathwayscatabolici di composti aromatici appartenenti dlaniglia NtrC
(Nitrogen-regulatory protein C fami)y{Arenghiet al.,1999).

Due putative ORFsoffl e orf2) di funzione sconosciuta, sono state identificeaeil
promotore e il primo gene strutturale di TOMOUA Sembra che le due ORFs non siano
essenziali per I'attivita enzimatica di ToMO, mann® ancora stata chiarita la loro possibile
funzione, vista la mancanza di omologia con akiguenze note (Arengbt al.,1999).

Il locustouR mappa a valle dei geni strutturtdu ed € identificato da una ORF avente
lo stesso orientamento delustertou. Essa codifica un polipeptide di circa 569 aa ooa
massa molecolare di 67 kDa: tale polipeptide eetjotatore TouR, il quale controlla
positivamente I'espressione di TOMO. L’elevato grati similarita (83%) con il regolatore
DmpR che controlla il catabolismo del fenolo Rseudomonasp. CF600, ha suggerito
'appartenenza di TouR alla famiglia degli attivatdtrC-like (Arenghiet al.,1999; Shingler
et al.,, 1993). Tali regolatori appartengono alla famigtiggli attivatori trascrizionali
procariotici che agiscono cone@hancer-binding proteinsttivando la trascrizione a distanza
attraverso un fattore sigma alternatigo®.

Il fattore alternativoc®® conferisce albloenzima RNA polimerasi la capacita di
riconoscere ed iniziare la trascrizione da un pitomgo con le caratteristiche sequenze
consenso -12(GC)/-24(GG). Il legame della RNA peliasi >*-dipendente al promotore
porta alla formazione di un complesso chiuso stainitapace, pero, di procedere verso la
formazione della forma aperta del complesso traserale e quindi di attivare la trascrizione

in assenza di un regolatore positivo.
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Figura 28. Organizzazione della regione comprendente il cluste e il gene touR nel
cromosoma di P. sp. OX1.

Tutti i regolatoric®-dipendenti presentano un sito conservato pegéree al DNA ed
un’attivita ATPasica grazie alla quale viene proaofenergia necessaria per indurre il
processo di isomerizzazione del complesso RMARromotore richiesto per I'attivazione
della trascrizione. Un’altra caratteristica dei ateori 6°*-dipendenti & che essi esercitano
solitamente la loro funzione regolatoria a distaeggando specifiche sequenze localizzate a
100-200 bp a monte del promotore che regolano (Kestal., 1991; Morett and Segovia,
1993). Queste regioni sono rappresentate da segugpetute invertite, chiamate UASs
(upstream activating sequences L’attivatore trascrizionale si lega alle sequendASs,
mentre 'RNAPe¢>* forma un complesso chiuso a livello del promotoAdfinché la
trascrizione venga attivata € necessaria linterazi del regolatore con il complesso
trascrizionale chiuso: cio si realizza attravetsgiegamento del DNA in utoop mediato da
fattori di curvatura, quali la proteina IHRn{egration host factgr permettendo cosi la
corretta interazione tra I'attivatore e il compesRRNAP-c>Ypromotore (Kustiet al., 1991;

Pérez-Martiret al.,1994).
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| membri della famiglia dei regolatoo®’-dipendenti hanno un’organizzazione comune,
con quattro domini strutturali i quali mostranarettante distinte funzioni (Nortét al., 1993;
Morett and Segovia, 1993).

| regolatori DmpR diPseudomonasp. CF600 e XylR diPseudomonas putidmt-2
possono essere considerati i rappresentanti diayteeniglia di attivatori.

Il dominio ammino-terminale o dominio A riconosdeettamente gli effettori aromatici
che portano all’attivazione del regolatore (Shingled Moore, 1994; Cases and De Lorenzo,
2005). Cio conferisce specificita alla proteinaalatyice e rende A il dominio piu variabile
tra i regolatori appartenenti alla famiglia Ntr@(f29).

I dominio C centrale € altamente conservato: hattinita ATPasica ed e responsabile
dell'attivazione del complesso RNAG coinvolto nell'attivazione trascrizionale (Shingle
and Pavel, 1995). L'idrolisi di ATP porta all'ineezione con il DNA ed a un rimodellamento
della RNAPg>* per promuovere l'inizio della trascrizione, fagilido la transizione fra i
complessi chiuso/aperto della RNA polimerasi (Zhangal., 2002). Una breve sequenza
aminoacidica, nota come dominio B, collega i dondire C. Sebbene la sua funzione non sia
ancora nota, sembra che tale dominio sia coinvadita derepressione intramolecolare della
proteina regolatrice dopo il legame dell’effettatedominio A (O’'Neillet al, 2001).

Il dominio D carbossi-terminale contiene un motéliwa-giro-elica che & necessario per
il legame al DNA a livello di siti specifici locakati nei promotori degli operoni catabolici
(Ng et al., 1996; Pérez-Martiret al., 1996 a-b). Il ruolo del legame al DNA mediato dal
dominio D sembra essere duplice: da un lato prowvaith specificita, incrementando la
concentrazione locale del regolatore vicino al fwomotore, dall'altro facilita I'auto-
oligomerizzazione richiesta per I'attivazione tr@@onale (fig. 29) (Nortket al., 1993; Porter
et al.,1993 e 1995).
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Figura 29. Rappresentazione schematica dei da strutturali dei
regolatori trascrizionali NtrC-like e loro fuzione

Molti regolatori appartenenti alla famiglia NtrCremespressi costitutivamente in forma
inattiva. La forma attiva, capace di promuovere ttascrizione, € determinata dalla
fosforilazione di un residuo conservato di Asp-Bllansequenza amminoacidica del dominio
A. La fosforilazione e catalizzata una proteinaneli che agisce in risposta al segnale di
attivazione dato da una istidina autochinasi, awignte localizzata sulla membrana
plasmatica, in presenza del composto aromaticonemauto come effettore (Weigt al.,
1991, Stoclet al., 1989 e 1990). DmpR, invece, non richiede la praseln proteine ausiliarie
per rispondere al segnale di attivazione: il ricmmento dell’effettore si realizza tramite |l
suo legame al dominio A, inducendo la transizioees® la forma attiva del regolatore,
caratterizzata dalla capacita di legare ed idraligATP (Delgado and Ramos, 1994; Patel
al., 1994; Shingler and Pavel, 1995).
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E stato proposto un modello per la regolazionéatéVita di DmpR, secondo il quale

il dominio A, in assenza dell’effettore, va ad natgire strettamente con il dominio C,
bloccando il sito di legame e di idrolisi del’ATe®l impedendo 'interazione con 'RNAG
(fig. 30). L'associazione tra il dominio A e il dano C rappresenta la forma inattiva del
regolatore, incapace di promuovere la trascrizidre.presenza del composto aromatico
riconosciuto come effettore (fenolo) e il suo legaat dominio A, rimuove la repressione,
attivando il regolatore (Shingler, 1996). Nellaf@ attiva il regolatore va incontro ad
oligomerizzazione e all'interazione con |'appardtascrizionale (Fernandeet al., 1995;
Shingler and Pavel, 1995).

Sito di legame
per leffettore

effettore

N s

ATP  ADP+P,

N

IT

Figura 30. Modello schematico per I'attivazione del regolat@mpR

[) In assenza dell'effettore il dominio A bloccasito di legame e di idrolisi
dellATP sul dominio C.

I) In presenza dell’effettore la repressione e#ata da A viene rimossa
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L’'omologia di sequenza tra DmpR e TouR, permettpaiizzare per quest’ultimo una
conformazione ed un meccanismo di azione analdigienetouR € trascritto a partire da un
promotorec’®-dipendente caratterizzato dalle regioni —35 TTGGLe TAAT e localizzato
223 bp a monte del codone di inizio ATGtoliR (Arenghiet al., 1999).

Mediante esperimenti condoiti vitro & stato proposto il meccanismo di regolazione
dell’'operonetou (Arenghiet al.,2001). L’evento principale della regolazione eprasentato
dal legame dell'effettoreofcresolo) al dominio A di TouR. In assenzapdiresolo, TouR non
e in grado di attivare la trascrizione essendogaca di interagire contRio, che rimane
completamente silente. Si ritiene che, in asserafeffettore, il dominio A di TouR
interagisca con il dominio C dando luogo ad unareggione che impedisce la
multimerizzazione del regolatore a livello delleysenze UASs sul promotore cognato e la
formazione del complesso aperto della RNA polimiesd¥promotore.

Come per DmpR, il legame dell’effettore al domirdoinduce la rimozione della
repressione e la conversione del regolatore nelnd attiva. Per TouR, inoltre, & stata
osservata una notevole attivita ATPasica costétohe I'aggiunta do-cresolo va solo in
piccola parte ad incrementare. L'attivita ATPasicBondamentale per indurre la trascrizione
da Povo cOme avviene in tutti i regolatasP*-dipendenti, ma per TouR risulta essere sempre
presente: tutto cio si traduce in un’espressiongelei catabolici a livelli basali, che aumenta
in presenza dell'effettore in quanto viene favoritaligomerizzazione necessaria
all'attivazione trascrizionale (Arenght al.,2001).

L’attivita di TOMO é indotta dalla responsivita GouR a toluene ed-xilene, che sono
i substrati primari dgbathwaycatabolico. Tuttavia, lo studia vitro dell’attivita di TouR ha
permesso di osservare che tali composti inducoho Isassi livelli di attivita di ToMO,
mentre gli intermedi catabolico{, m-, peresolo, 2,3-, 3,4-dimetilfenolo) promuovono un
risposta molto piu elevata (Arengttial., 1999).

Sebbene molti regolatori responsivird, come DmpR, riconoscano di solito i substrati
primari, TOUR risulta essere attivato in manietagpiccata dai metil-fenoli intermedi anziché
da toluene eo-xilene: in particolare b-cresolo sembra essere l'effettore piu efficiente
nell'indurre I'attivita di ToMO (Arenghgt al.,1999).

Nella sua capacita di riconoscere gli intermedladeia catabolica, ma non i substrati
primari come effettori, TOuUR pud essere paragomatcalcuni regolatori appartenenti alla
famiglia degli attivatori trascrizionali LysR, coniahR. Il regolatore NahRP( putidaG7,
plasmide NAH7) attiva la trascrizione dell’'operomeh per la degradazione del naftalene e
dell'operonesal per la degradazione del salicilato, in presentaaleilato, un intermedio del

catabolismo del naftalene (Schell, 1985 e 1993%sBivelli di trascrizione dell'operoneah
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danno luogo ad una lenta conversione del naftakensalicilato, che poi portera alla
trascrizione NahR-mediata di entrambi gli operddcHell, 1985). Un simile modello pud
essere proposto per la regolazione dell'opetonedi Pseudomonasp. OX1(fig. 31): bassi
livelli dell'attivita di ToMO, dovuti all’attivita ATPasica costitutiva di TouR, convertono
lentamente gli idrocarburi nei corrispondenti me# dimetil-fenoli. | fenoli intermedi
interagiscono con TouR attivandolo, incrementanctusi, il livello della trascrizione di
ToMO. In questo modo si stabilisce una cascatdfditeche porta ad aumentare la sintesi
della monoossigenasi (Arengéi al., 1999). Questo enzima converte toluene»glene nei
corrispondenti metil- e dimetil-catecoli che sonoi pncanalati verso il ciclo di Krebs
attraverso una seconda via catabolica che si hdsaetacleavage dell’anello del catecolo
(Bertoniet al.,1998).

fot/R Pror touFEDCBA Promo
orfA orfl orf2 a
ToMO

l/"Tquene, o-Xilene
Intermedi fenolici

v

TouR

Y

Figura 31: TouR attiva la trascrizione dal promotoreddoin risposta agli effettori fenolici
con un meccanismo a feedback positivo. L'espresdiasale dell’operone tou assicura un
livello di attivita di ToMO sufficiente a convesini substrati nei fenoli intermedi che sono
riconosciuti da TouR, aumentando il livello di esgsione di ToMO.
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Pseudomonasp. OX1 e il primo ceppo che degrada il toluenecim un operone
codificante una toluene-monoossigenasi € stat@tooassociato ad un operarap-like(phe
operon. La presenza dell’operonghe e di un regolatore responsivo a fenolo e metiblien
(TouR) nel genoma d?seudomonasp. OX1 suggerisce che, in questo ceppo, la vial pe
catabolismo di toluene e dixilene si sia evoluta in seguito ad un evento spagsione
verticale che ha portato all'incorporazione deistergenicotou in una via preesistente per il
catabolismo del fenolo (fig. 32) (Arengéi al.,2001). L'incorporazione e il riarrangiamento
di geni catabolici da fonti diverse sono dei meeghe permettono ai microrganismi di
sopravvivere e prosperare in un ambiente mutevéie.questo modo si evolvono
caratteristiche metaboliche nuove che portano sl'di fonti di carbonio alternative.
Pseudomonasp. OX1 & un esempio di come i batteri possondtaadarapidamente ad un
ambiente ostile. Il trasferimento genico e il rergiamento mediato déSPs1 hanno
aumentato il numero dei composti riconosciuti cambstrati di crescita, conferendo a questo
ceppo un vantaggio selettivo in un ambiente ingoined hanno contribuito ad aumentare la
suafitness Infatti, attivando o silenziando specifigathwaycatabolici, il riarrangiamento é

I'arma che permette I'adattamento a condizioni antzli mutevoli (Barbieret al.,2001).

Fdx HMSD OEH HOA 401
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Figura 32. Il pathway per il catabolismo di toluene e cexié si € evoluto da una via
preesistente per il catabolismo dei dimetilfenoli.
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1.8 L’ingegneria metabolica per il biorisanamento

La persistenza di un inquinante nellambiente éseguenza dell'inadeguato potenziale
dei microrganismi che, a causa del breve tempemihEzione al composto tossico, non sono
stati in grado di evolvere e sviluppare rapidaméat@pportune attivita enzimatiche richieste
per la degradazione dell'inquinante.

Un processo di “evoluzione accelerata” puo essskzrato producendo microrganismi
geneticamente ingegnerizzati per aumentare la ttapada velocita di smaltimento degli
inquinanti (Timmis and Pieper, 1999).

La progettazione e la realizzazione di microrgangemeticamente ingegnerizzati per il
recupero ambientale coinvolge differenti aspettiottamizzare, quali la creazione di nuove
vie metaboliche e I'espansione del potenziale ghireez dipathwaysesistenti, in modo tale da
evitare I'ingresso del substrato in vie metabolinbe produttive o che potrebbero portare alla
formazione di intermedi tossici (Lau and De LorenZ@99; Pieper and Reineke, 2000).

La razionale ottimizzazione della attivita catabloé conosciute e la creazione di nuove
si basa sulla conoscenze gathwaysmetabolici e delle relazioni biochimiche tra stnuh e
funzione degli enzimi che li compongono. L'accesstesplorazione di tali conoscenze é
stato recentemente facilitato dalla realizzazionel dUniversity of Minnesota
Biocatalysis/Biodegradation Database” (http://Jumbhd.umn.edu) (Ellist al, 1999 e 2003)

e della “Biodegradative Strain Database” (httpd/bme.msu.edu/bsd/index.html) (Urbance
et al, 2003), che contengono informazioni su reaziotnidcatalisi microbiche e quathways
per la biodegradazione di composti naturali e xestadd. Le informazioni riguardanti le
singole reazioni metaboliche possono essere comebp® la creazione di nuoketworkdi
biodegradazioni (Pazaed al, 2003).

Una strategia adottata per incrementare le prestadi un microrganismo degradatore
e quella di inserire nello stesso una nuova segueatabolica mediante utilizzo di appropriati
vettori plasmidici o di vettori contenenti traspos¢Herreroet al, 1990). Questi ultimi, in
particolare, permettono l'introduzione di geni dfiecnel cromosoma batterico (De Lorenzo
et al, 1993; De Lorenzo and Timmis, 1994). Tali mecsamidi ingegneria metabolica sono
indispensabili laddove non esiste pathwaycompleto per la degradazione di un particolare
substrato (es. PCB) in un singolo organismo.

Recentemente nel batterio degradatseudomonas putidsono stati combinati i geni
codificanti per enzimi provenienti da 5 differeqathwayscatabolici di 3 distinti ceppi
batterici per creare unrto-pathwaymodificato. Il batterio ingegnerizzato é risult&ssere in
grado di crescere su una miscela di composti @tirarmetilati che erano invece tossici per il
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ceppo d’origine (Ramost al,, 1987).

In un altro studio e riportato che il ceppo ibriloputidaTB105 & stato reso capace di
mineralizzare miscele di benzene, toluenaxéene evitando 'accumulo di prodotti tossici,
al seguito della combinazione razionalgdithwaysdifferenti (Leeet al, 1995). Derivati di
Pseudomonasp. B13 hanno acquisito la capacita di utilizzdreloro- e 3,5 di-cloro-
benzoato come conseguenza dell'introduzione di dgehiplasmide TOL dd&seudomonas
putida mt-2. L'utilizzazione di questi substrati, non esgta nel ceppo d'origine, é stata
giustificata come combinazione delle attivita deiedbatteri in esame (Reineke and
Knackmuss, 1980).

Nella creazione di un microrganismo dotato di nu@apacita metaboliche non é
richiesto alcun marker di selezione addizionalefatti il nuovo fenotipo acquisito, ovvero la
capacita di crescere su un determinato compostdoatende facilmente isolabile.

Studi recenti hanno dettato alcune linee guidalgpeealizzazione di ceppi microbici
ingegnerizzati con aumentate proprieta catabolidhetali batteri la degradazione dei
composti desiderati non deve risultare solo enzZoaatente possibile ma anche
fisiologicamente favorita (Haro and De Lorenzo, 200n altre parole non bisogna trascurare
che per utilizzare un substrato come fonte di aaitbed energia il batterio deve trarne in
primo luogo un vantaggio metabolico. Questo tipoagproccio non puo perd prescindere
dalla valutazione dell’impatto antropico di speb@tteriche ricombinanti, problematica del
resto comune all'utilizzo degli OGM, gli organisigeéneticamente modificati (Kolata, 1985;
Drobnik, 1999). Pertanto per poter consentire liegp di batteri geneticamente modificati
per fini di biorisanamento, si sta parallelamentacpdendo a studiare e realizzare sistemi di
“controllo”, per associare a geni detossificantpoguni geni di controllo del sistema. Si
tratta in genere di sistemi suicida, basati sulfiego di specifici genkiller, per evitare uno
sviluppo batterico ed una proliferazione inconatdl nonché fenomeni di trasferimento
genico orizzontale (Molin, 1993; Moliet al, 1993). Un sistema simile e stato recentemente
sviluppato nel batterid®. putida EEZ30, ceppo degradatore che pud essere appliedhto
biorisanamento di alchilbenzoati (Ronckehl, 1995).

Un approccio differente per incrementare le capamataboliche di un ceppo batterico e
quello di impiegare tecniche di ingegneria protgiest aumentare la stabilita degli enzimi
coinvolti nella degradazione o variarne la spetitéidi substrato e le proprieta cinetiche. Ad
esempio, € stata realizzata una forma mutata deifiea aloalcano dealogenasi da
Sphingomonas paucimobiligT26 in cui la sostituzione di alcuni amminoaciul sito
catalitico ha consentito di osservare un aumentbatlizita catalitica rispetto all’enzima
wilde type (wt) (Chaloupkovaet al, 2003). Un ulteriore esempio € rappresentatoadall

66



realizzazione di alcune diossigenasi chimerichérgite a partire da due bifenili diossigenasi,
da P. pseudoalcaligeneKF707 e da Burkholderia cepacialLB400, enzimi simili
strutturalmente ma funzionalmente differenti. Laiaate ottenuta combina i differenti spettri
di substrati riconosciuti da entrambi gli enzimirgiraet al, 1997; Kumumaret al, 1998).
Esperimenti di mutagenesi sito-diretta eseguitienutima toluene-ortomonoossigenasi
(TOM) da Burkholderia cepaciaG4 hanno portato alla realizzazione della variavit®6
della subunitdon del centro ossidrilasico (variante TOM-Green), @mentata attivita sia
nella degradazione del tricloroetilene sia nellidasione del naftalene. La variante TOM-
Green sintetizza 1-naftolo 6 volte piu velocementdegrada TCE 2 volte piu velocemente
rispetto al’enzimawvt (Canada et al., 2002; Rei al, 2004).
Attualmente sono disponibili sistemi computazionahe, partendo dalle informazioni
contenute nei database precedentemente indicatB@&IDVY, consentono la predizione delle
attivita enzimatiche che dovrebbero essere impéeget ottenere la completa degradazione di
uno specifico composto (Hoet al, 2003). Tale analisn silico costituisce uno strumento
importante per la creazione in laboratorio del cepatterico avente le proprieta desiderate.

1.9 Biosensori

Negli ultimi decenni I'inquinamento ambientale &eahtato un serio problema a causa
del rilascio incontrollato di sostanze dannoselj@nbiente, derivanti da attivita industriali,
agricole, lavorazione del petrolio e dalla produgai molecole di sintesi. Per la protezione
dell’ambiente, I'emissione di sostanze chimiche naoondegradabili, come i composti
aromatici, deve essere severamente proibita o matatel piu bassa possibile. In questo
contesto, sono urgentemente richiesti sia metodisdnamento che metodi di rilevazione,
sensibili e convenienti, per gli inquinanti ambadnt

I metodi di rilevazione cromatografici attualmensati per I'analisi dei campioni da siti
contaminati sono costosi e tecnicamente compldaitinezet al.,1996). Un modo semplice
per ridurre il costo della rilevazione del contaarite e di usare biosensori, derivati da sistemi
genetici di batteri che impiegano contaminanti aigacome substrati per la crescita (Wise
and Kuske, 2000). | biosensori batterici sono migaaismi ingegnerizzati allo scopo di
esprimere un segnale, come la bioluminescenzasposta all’esposizione ad uno specifico
agente inquinante. La sostanza inquinante indwespiéssione del segnale specificatamente

ed analiticamente utile e solo in presenza di unalioun set limitato di composti
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strutturalmente correlati (Applegag&t al., 1998; Kinget al., 1990; Sticheret al., 1997). |
biosensori costituiscono un metodo molto agevolerilgvazione in quanto consentono
I'analisi in campo o il monitoraggian situ. Ad esempio, i campioni di acqua di scarico
provenienti da stabilimenti chimici possono essaralizzati senza alcun trattamento
ulteriore, poiché i microrganismi possono essefgvati direttamente nell’acqua e nel suolo
contaminati.

| biosensori batterici (bioreporterviventi costituiti da cellule intere, come son@sgo
chiamati) (Burlage, 1997), sono generalmente cibstramite tecniche di ingegneria genetica
grazie alle quali il gene reporter che codifica pea proteina facilmente rilevabile, come la
luciferasi, privo del suo promotore, viene fus@aimotore di un circuito regolatore. Inoltre,
la cellula sensore deve contenere anche il genecatlifica per la proteina di regolazione
capace di attivare la trascrizione dal promotom €lstato fuso con il gene reporter. In questo
modo, la proteina di regolazione inneschera o atengta trascrizione del gene reporter ogni
volta che la molecola effettrice specifica & présall'interno della cellula (Werlest al.,
2004) (fig. 33).

Il livello di espressione del gene reporter e sifle nell’attivita della proteina reporter,
che puo essere misurata di continuo o dopo ungeedeterminato di calibrazione. Il risultato
finale & che si stabilisce una correlazione dirétsala presenza della specifica sostanza
inquinante nel campione e I'attivita dell’enzimgoeter: in corrispondenza di concentrazioni
crescenti dell’inquinante si registrera un aumedét’attivita della proteina reporter, ad
esempio nel caso della luciferasi si osservera umeato della bioluminescenza. Le
concentrazioni del composto in esame nei campi@uin@sciuti possono essere cosi
determinate dall’attivitd della proteina reporterinéerpolate su una curva di calibrazione
(Sticheret al.,1997). Poiché altre sostanze chimiche presenttarapione possono inibire la
risposta fisiologica dell’organismo bioreporter {tder et al., 1998), € spesso utile valutare
che non ci sia alcuna inibizione nei campioni ssondi munendoli con concentrazioni note
di certe sostanze chimiche (Stichetr al., 1997) o usando una seconda proteina reporter

espressa costitutivamente (Wood and Gruber, 1996).
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Figura 33. La costruzione di un biosensore consiste nellaohesidi un gene
reporter promotore-meno, come il gene per la lue$g con il promotore di un
circuito di regolazione in presenza del gene chdifaza per la specifica proteina di

regolazione.
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| geni reporter utilizzati per la costruzione deldensore possono essere di diverso tipo
e comprendono: gene che codifica pe-galattosidasilécz), fosfatasi alcalina (ARhA),
luciferasi batterica o di luccioldui o luc) o la proteina fluorescente verde (GFP). Il gene
reporterlacZ, che produce un prodotto colorato quando reagieceappropriati substrati (ad
esempio X-Gal), e usato per la costruzione di diveensori per metalli pesanti e composti
organici (Kohleret al.,2000; Kleinet al.,1997; Scotet al.,1997).

Anche se I'utilizzazione dei GEMs e quindi dei @nsori in campo € stata limitata a
causa dei possibili rischi connessi al trasferimenizzontale di materiale genetico, i risultati
che sono stati ottenuti nell’ambito della riceroa tuttavia molto importanti.

Pseudomonas fluorescehkk44, che e capace di degradare PAHS, ¢ il primibetio
geneticamente modificato che é stato approvatoEtaironmental Protection Agency degl
U.S.A. per l'uso nel biorisanamento di suoli in gam(Ripp et al., 2000). Questo ceppo
HK44 porta il plasmide per il naftalene (pUTK21)ectontiene il gen&ux, in un costrutto in
cui lux e attivato in risposta all’esposizione a PAH. barfazione conseguente della proteina
luciferasi, che produce bioluminescenza, permetitalevamento real-time dei livelli di PAH
nello stesso suolo. In pratica un biosensore pugsewe una duplice funzione, puo sia
degradare lI'agente inquinante, se dotato dei pathwatabolici necessari, che rilevare la
presenza della sostanza inquinante, consentendee amt monitoraggio del processo di
biorisanamentoP. fluorescendiK44 si presta molto bene al processdidiremediation in
guanto riesce a sopravvivere in campo per un pergiccirca due anni durante il quale é
capace di degradare PAH (Urgun-Demigéasl.,2006).
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1.10 Scopo della tesi

L’obiettivo del presente progetto di tesi di dodtiar € la comprensione delle proprieta
cataboliche di alcuni enzimi deleta cleavage pathwaggsponsabili delle peculiari capacita
degradative del batteridseudomonasp. OX1; inoltre sara effettuata un’analisi strutturale
funzionale del promotore dell’'operomphe per arrivare alla comprensione dei meccanismi
coinvolti nella regolazione dell’'espressione desopathway

Tale progetto € articolato in diversi punti.

In primo luogo il lavoro di ricerca sara concentratlla caratterizzazione biochimica
degli enzimi Phe ADA e HOA ddbwer-meta pathwayli P. sp. OX1. L’'operonephe di
Pseudomonasp. OX1 presenta la stessa organizzazione geralt@pdrone dmp per il
catabolismo dei dimetilfenoli dPseudomonassp. CF600. Le proteine ADA e HOA,
codificate dai genpheF e pheG rispettivamente, si associano in un complessareico
bifunzionale grazie al quale il prodotto dell'aldsi HOA, l'acetaldeide, e incanalata
direttamente verso il sito attivo di ADA, protegdenla cellula dalla sua tossicita. La
deidrogenasi ADA trasforma I'acetaldeide in ac€dA. Quest'ultimo e il piruvato, prodotto
da HOA insieme all’acetaldeide, sono i prodottafirdel pathwayche verranno incanalati nel
ciclo degli acidi tricarbossilici. Questo studioziera con il clonaggio dei geni, I'espressione
e la purificazione delle proteine ricombinanti. E&essivamente sara condotta una
caratterizzazione cinetica dei due enzimi impiegaestratti cellulari d&. coli esprimenti le
due proteine.

La seconda parte del progetto ha come obiettivetddio del complesso enzimatico
Xyl-like ADA-HOA. Pseudomonassp. OX1 e capace di utilizzare-xilene, il piu
recalcitrante alla degradazione tra gli isomeriadeillene, come substrato di crescita, ma non
puo utilizzarem- e p-xilene come fonte di carbonio ed energia. E statwsdtrato che i due
isomeri dello xilene sono parzialmente degradaticamposti estremamente tossici, che
risultano essere letali per le cellule. Cio € dowutn alla mancanza di informazione genetica
ma piuttosto al fatto che in questo cepme e p-xilene sono metabolizzati attraverso |l
pathway degradativo specifico peradFxilene con la produzione degli intermedi tossici.
L’isolamento di rari mutanti in grado di degradanee p-xilene e non piu capaci di crescere
in presenza di-xilene ha suggerito che . sp. OX1 gli enzimi coinvolti nel catabolismo dei
composti aromatici fossero codificati da geni creomici. Successivamente & stato
dimostrato chd”. sp. OX1 conserva nel proprio genomapathwaycatabolico omologo al
TOL pathwaydi Pseudomonas putident-2, un ceppo che naturalmente degradae p-

xilene.
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Eventi di riarrangiamento genetico sono alla basd&adomparsa di questi mutanf:
sp. OX1 e potenzialmente capace di metabolizzare isomeri dello xilene ma questa
capacitd metabolica non € espressa simultaneamentaratterizzazione degli enzimi Xyl-
like ADA e HOA permettera la comparazione con levah enzimatiche Phe omologhe. Tale
paragone sara esteso anche alle proteine DmpF &DRiripseudomonasp. CF600.

I geni xyl-likeQK, codificanti le proteine ADA e HOA, saranno isolatal DNA
genomico diP. sp. OX1 quindi saranno realizzati sistemi perola lespressione i&. coli.
Estratti cellulari contenenti gli enzimi ricombirtaerranno utilizzati per realizzare una loro
parziale caratterizzazione cinetica. Successivageutilizzando le coordinate spaziali di
DmpF e DmpG depositate nella banca dati PDB, versdizzato uno studio diomolgy
modelingper costruire i modelli 3D delle proteine riconmdniti.

La terza parte della ricerca riguarda I'isolamed&b promotore dell’'operonphe. La
putativa regione promotrice verra isolata medidatproduzione di frammenti di restrizione
del cosmide pFB3411 che comprendono l'intera regjidattora sconosciuta, che separa il
cluster pheda quellotou. L’analisi di sequenza nucleotidica verra iniziatgoartire dalla
sequenza nota della prima subunita del complessa Rirbseguira fino a coprire l'intera
regione promotrice dell’operorehe Tale regione sara quindi caratterizzata mediangdisi
in silico. Inoltre, utilizzando estratti proteici . sp. OX1 cresciuto in presenza di fenolo,
verranno identificati nuovi fattori di regolaziodella trascrizione dei gephe

La scoperta di nuovi regolatori trascrizionali & idativi promotori rendera possibile lo

sviluppo di biosensori batterici in grado di rileganquinanti organici.
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CAPITOLO 2

Materiali e metodi

2.1 Materiali

Le estrazioni di DNA plasmidico, le purificazionielte bande di DNA da gel di
agarosio e dei prodotti di PCR sono state esegoiteil kit PROMEGA Wizard Plus® SV
Minipreps DNA Purification System e con il kit PR®GA Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System.

Le estrazioni di DNA cosmidico sono state esegeiite il QIAGEN" Plasmid Midi Kit
(25) della QIAGEN (Hilden, Germania).

| ADNA markers sono stati acquistatia Promega (Madison, WI, USA).

| markers GENE RULER 1 Kb e 100 bp DNA Ladder ednarkers PageRuler
Prestained Protein Ladder sono della FermentasSagiences.

| primers utilizzati per il sequenziamento del DigRasmidico e nelle reazioni di PCR
sono stati sintetizzati nei laboratori della MW@#tich (Francia).

Le endonucleasi di restrizione ed i primers uniaer§7 e SP6 sono della Invitrogen
Life Technologies (Carlsbad, CA, USA).

Gli enzimi RNase A e DNase I, tris(idrossimetil)-amminometano (Tris), I'ossidb
magnesio (MgO), il carbonato di calcio (Cag},dl solfato ferroso (FeS£), il solfato di zinco
(ZnSQy), il solfato di manganese (MnQRil solfato rameoso (CuS{) il solfato di cobalto
(CoSQ), I'acido borico (HBOg), il cloruro di sodio (NaCl), il solfato di magriegMgSQy),

il potassio-diidrogeno fosfato (KRQy) il cloruro di ammonio (NHCI), il sodio dodecil

solfato (SDS), il sodio citrato, il glicerolo, illbb di bromofenolo, I'agarosio, il bromuro
d’etidio, il 5-bromo-4-cloro-3-indoliB-D-galattoside (X-Gal), I'isopropiB-tiogalattoside

(IPTG), il malato, I'ampicillina, la tetraciclind)TT, inibitori di proteasi, Lisozima, Urea,
CoA eBNAD sono stati acquistati alla Sigma Aldrich (Stuis, MO, USA).

L’acido acetico glaciale é della BDH ANALAR.

Il sodio diidrogeno fosfato (NaifO,2H,0) e il disodio idrogeno fosfato
(NaeHPO42H,0), l'etilendiammino tetraacetato disodico (EDTAI),cloruro di magnesio
(MgCly), il cloruro di calcio (CaG), l'acido 3-morfolinopropansulfonico (MOPS), il
perossido di idrogeno @@,) e lidrossido di sodio (NaOH) sono stati acquistdla Fluka

BioChemica (Buchs, Svizzera).
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Il triptone, I'agar e I'estratto di lievito sono lteeDifco (Detroit, MI, USA).

L’etanolo e 'acido cloridrico sono della Carlo ErfMilano, Italia).

L’isopropanolo, l'acetato di sodio (NaAc), I'aceadatli potassio (KAc), il fenolo e |l
cloroformio sono dell’Amresco (Solon, Ohio, USA).

Tutti i reagenti utilizzati hanno un grado di purazadatto per esperimenti di biologia

molecolare.

2.2 Strumentazione

Gli apparati per I'elettroforesi su gel di agarogmod. Mini-Sub Cell GT e Sub Cell
GT) e per I'elettroforesi su gel di poliacrilammittaod. Mini protean Il) sono stati acquistati
alla BIO-RAD (Hercules, CA, USA).

La centrifuga SorvallRC-5B & della Du Pont Instruments (Newtown, CT, JISA

Il termociclatore utilizzato per le reazioni di P@QRod. Progene) é stato acquistato alla
Techne (Princeton, NJ, USA).

L’'UV crosslinker SpectrolinkerTM  XL-1000 €& della &gronics Corporation
(Westbury, NY, USA).

| campioni vengono concentrati nello SpeedVac Cotmator (Savant instruments Inc.,
Holbrook, NY, USA).

Il sequenziamento nucleotidico & stato effettuata &BI PRISMA™ 310 Genetic
Analyzer

Lo spettrofotometro utilizzato e il modello UV/VISpectrometer Lambda 20 della
Perkin Helmer.

Il sonicatore € un apparato 20 KHz/400 W della 8®aind Materials, mod. Vibra Cell
VCX 400 (Connecticut, USA).

Per l'analisi di spettrometria di massa é statbzatito il sistema cromatografico nano
HPLC Ultimate (LC-Packing, Dionex, Italia) interfaato ad uno spettrometro di massa
dotato di una sorgente nano-ESI e di un analizeadotrappola ionica ( HTC Plus, Bruker-

Daltonik, Germany).
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2.3 Costrutti plasmidici e ceppi batterici

Cellule e plasmidi Proprieta / Geni

F, ¢80d/lacZ,AMIS, AU169, deoR, recAl, endAl, hsdR17, phoA,

E. coli DH5a )
SupE44), thi-1, gyrA96, relAl
(Takara Bio Inc.). Il ceppo € usato per la replicae e la
stabilizzazione di plasmidi.
endAl, recAl, gyrA96, thi, hsdR17(rm."), relAl, supE44A(lac-
E. coli JM109 & fma) P (

proAB), [F’ traD36, proAB, ladzAM15]
(Promega). Il ceppo € usato per la replicazioresdbilizzazione di

plasmidi.

F, ompT, hsd$(r ,. my.), dcm, galA(DE3) (Novagen). Il ceppo &
E. coli BL21(DE3) P (7). dom, galA(DES) (Novagen). Il cepp
usato nelle operazioni di espressione genica.

P. putidaPaw340 Tol', o-Xyl", Dmg, Cre , Trp, S
pGEM-T Easy 3000 bp; Amfj vettore di clonazione (Promega)
pGEM-7Zf(+) 2997 bp; Amjy vettore di clonazione (Promega)
PET 22b(+) 5493 bp; Amf vettore di espressione (Novagen)
pACYC184

4245 bp; TECnT; vettore di clonazione (New England Biolabs)

Tcr; frammento EcoRI-EcoRI di 22,4 Kb dal DNA geriomdi P. sp
pFB3411 OX1
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Il ceppo batterico dPseudomonasp. OX1 e stato fornito dalla Dr.ssa Paola Barpieri
Dipartimento di Biologia Strutturale e Funziondlmiversita dell’Insubria, Varese.
Il ceppo battericdPseudomonas putidRaW340 é stato fornito dal prof. Di Donato,

Dipartimento di Chimica Biologica, Universita de§liudi di Napoli Federico Il

2.4 Terreni e condizioni di coltura

2.4.1 Terreno e condizioni di coltura per la cresta delle cellule batteriche di

Escherichiacoli

Le cellule diE. coli appartenenti al ceppo Dki%e al ceppdBL21(DE3), crescono su
terreno di coltura Luria-Bertani (LB) costituitoprme indicato da Sambroak al, 1989, da
triptone 1% (w/v), estratto di lievito 0,5% (WANaCl 1% (w/v), pH 7,2 e Agar 1,5% qualora
si voglia preparare il terreno in forma solida.

Le cellule diE. coli trasformate con i vettori pPGEM-T Easy e pET-22b¢rgscono su
terreno LB a cui & stato aggiunto, dopo la stadizone, I'antibiotico ampicillina in
concentrazione 100g/ml.

Le cellule diE. coli trasformate con il vettore pACYC184 crescono suete LB
contenente tetraciclina (10 pg/ml).

Le colture liquide sono fatte crescere a 37°C iitaagpne a 250 rpm; la stessa

temperatura viene mantenuta nel caso delle calealezzate in piastre Petri in LB-agar.

2.4.2 Terreno e condizioni di coltura per la cresta delle cellule batteriche di
Pseudomonas putid®aW340

Le cellule diPseudomonas putideaW340 sono trasformate con il vettore cosmidico
pFB3411 in cui e stato clonato un frammento di Zhttenuto da una digestione parziale
del genoma dP. sp.OX1 con I'endonucleasi di restriziogcoR (Bertoniet al., 1996). Tale
frammento comprende I'operophe codificante gli enzimi ddbwer (meta) pathwayQueste
cellule crescono nel brodo di coltura LB, o nelrsmondente terreno solido, a 30°C in
presenza dell’antibiotico tetraciclina, aggiunto &brreno dopo sterilizzazione, in

concentrazione pari a 2/ml.
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2.4.3 Terreno e condizioni di coltura per la cresta delle cellule batteriche di

Pseudomonasp.OX1

Pseudomonasp. OX1 cresce in un brodo di coltura costituito daegeo minerale M9
salts o nel corrispondente terreno solido a 30°C.

Tale terreno e stato preparato secondo la procethseritta da Sambroak al, 1989,
apportando delle modifiche al protocollo. E’ castih da una soluzione M$alts 5X
preparata sciogliendo in acqua deionizzata i seégsalt NaHPO,[7 H,O (64 g/L), KHPO,
(15 g/L), NaCl (2,5 g/L) e NECI (5,0 g/L); la soluzione deve essere poi sterdia in
autoclave a 121°C per 20 minuti.

La soluzione M%altsdescritta si diluisce in $¥D deionizzata sterile alla concentrazione
finale 1X, quindi si aggiungono ad essa @lénl di “Goodies” e malato, in concentrazione
20 mM finale, come unica fonte di carbonio.

La miscela definita Goodie$ e costituita da una soluzione salina stock a siui
aggiungono MgS®1 M e FeSQ@ 36 mM; la miscela viene sterilizzata per filtrazeo
attraverso una membrana con pori di diametro p@r2a um e conservata a 4°C.

La soluzione salina stock é costituita da: MgO 7h0g/L), CaCQ (2 g/L), FeSQ 07
H.O (4,5 g/L), ZnSQ 07 H,0 (1,44 g/L), MnSQ OH,O (1,12 g/L), CuS@U5 HO (0,25
g/L), CoSQ 7 H0O (0,28 g/L), HBO; (0,06 g/L), HCI (51,3 ml).

Il malato, usato come fonte di carbonio nel terrdnooltura, si prepara sciogliendo il
corrispondente acido malico in .8 deionizzata sterile quindi la soluzione viene
filtrosterilizzata attraverso una membrana con gdodiametro pari a 0.2@m e si conserva a
4°C.

2.5 Preparazione di cellule competenti

2.5.1 Preparazione delle cellule competenti @ischerichiacoli DH5a

Per la preparazione delle cellule competentEdicoli appartenenti al ceppo Did%=
stato seguito un protocollo basato sul metB&dgs (Chung and Miller, 1988) a cui sono state
apportate alcune modifiche.

Una colonia batterica € stata prelevata da unaraidsnuova preparazione ed inoculata

in 10 o 20 ml di brodo di coltura LB, in beuta d&01ml con tappo di garza e senza
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antibiotici. Le cellule sono state cresciute a 3@toagitazione (200 rpm) per tutta la notte.
Si realizza poi una diluizione 1 : 100 dell'inoculo 100 o 200 ml di LB, in beuta sterile
preriscaldata a 37°C: la coltura cosi diluita vipoéfatta crescere a 37°C, a 200 rpm, fino al
raggiungimento di un valore di assorbanza a 60@g@B600) compreso tra 0,5-0,6.

Le cellule sono state quindi lasciate in una mi#sde acqua/ghiaccio per 10-15 minuti
e successivamente raccolte per centrifugazione(0® tpm, 4°C per 10 minuti. Il pellet
cellulare é stato risospeso in un volume di TSBfsformation andtorangeBuffer) freddo,
composto da: LB pH 6.1, PEG 4000 9%, MgClL mM, MgSQ 11 mM e DMSO 1M, in
quantita pari a 1/10 del volume di coltura ed iratelin acqua/ghiaccio per 10 minuti.

Dopo essere state divise in aliquote di 200le cellule sono state congelate in azoto

liquido e conservate a -80°C.

2.5.2 Preparazione delle cellule competenti @ischerichiacoli BL21(DE3)

Per la preparazione delle cellule competenk.dioli appartenenti al ceppo BL21(DE3)
e stato seguito un protocollo che utilizza salirdignesio e di calcio per permeabilizzare le
membrane cellulari (Sambroek al., 1989).

Una colonia batterica stata prelevata da una piastra di nuova prepea@zd inoculata
in 100 ml di brodo di coltura LB. Le cellule sontate cresciute a 37°C per 16 ore, sotto
agitazione (250 rpm). Due ml di tale coltura sotatdi snoculati in 100 ml di brodo LB e le
cellule sono state cresciute a 37°C, sotto agit&z(@50 rpm) fino al raggiungimento di un
valore di assorbanza a 600 nm (gp compreso fra 0,5-0,6. Le cellule sono state quind
lasciate in ghiaccio per 10 minuti e successivameatcolte per centrifugazione a 4000 rpm,
4°C per 10 minuti. Il pellet cellulare e stato gpeso in 25 ml di MgCI0,1 M preraffreddato
e poi incubato per 10 minuti in ghiaccio. Le cedlldono state nuovamente raccolte per
centrifugazione e risospese in 25 ml di CAGL M preraffreddato e lasciate in ghiaccio per
10 minuti. Dopo essere state ancora raccolte per centrifugazite cellule sono state
definitivamente risospese in una soluzione steolmposta da 4,5 ml di CaC100 mM ed 1
ml di glicerolo puro sterile.

Le cellule sono state quindi aliquotate, congedlat&zoto liquido e conservate a — 80°C.
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2.6 Trasformazione batterica

2.6.1 Trasformazione delle cellule competenti d&. coli DH5a con DNA plasmidico

Per la trasformazione batterica con DNA plasmidicstato seguito un protocollo
correlato al metodo PEG (Chung and Miller, 198&toaser rendere competente il ceppo
batterico.

Le cellule competenti vengono fatte scongelarealmente in ghiaccio quindi aliquote
da 100ul ciascuna si trasferiscono in tubi Falcon in pajalene da 15 ml.

Le cellule competenti sono incubate in ghiaccio @minuti dopo aver aggiunto ad
esse:

- 10 ng o 0,1 ng di plasmide, rispettivamente sgmiente ddigation o se plasmide
intero;

- 20 ul di unbufferKCM 5X composto da KCI 0,5 M, Ca£0,15 M e MgCi 0,25 M;

- 5ul di MnClI2 0,45 M;

- H20 mQ sterile fino ad un volume di 100

Dopo il raffreddamento in ghiaccio le cellule sostate incubate a temperatura
ambiente per 10 minuti; ad esse e stato poi aggilmil di LB senza antibiotici preriscaldato
a 37°C e sono state fatte crescere a 37°C, satazieme (200 rpm), per 50 minuti. Le cellule
infine sono state piastrate su terreno selettivocbBtenete antibiotico e quindi incubate a
37°C per una notte.

Il terreno selettivo su cui sono state piastratediule batteriche trasformate con il
plasmide pGEM-T Easy contiene, oltre all’'ampic#ljril00 ul di IPTG 100 mM (induttore del
genelac?) e 20 ul di X-Gal 5% (w/v) (substrato dell’'enzimadificato dal genéac2); questo
ha consentito di distinguere le colonie che aveviagorporato il plasmide con l'inserto da
guelle che avevano incorporato solo il plasmidkase al loro differente colore: bianco per le
prime e blu per le secondscfeeningblu/bianco).

In questo vettore plasmidico, infatti, la ligaziodell'inserto determina l'interruzione
del gendacZ che codifica per I§-galattosidasi, un enzima che degrada il subsinatmore
X-Gal trasformandolo in un prodotto dalla coloramoblu. Di conseguenza le cellule che
contengono i plasmidi senza inserto formano colahieolore blu avendo il genkacZ
integro, mentre le cellule che contengono i plasro@h I'inserto formano colonie bianche

non potendo sintetizzare ffagalattosidasi.
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2.6.2 Trasformazione delle cellule competenti dt. coli BL21(DE3) con DNA

plasmidico

Per la trasformazione delle cellule competenttdcoli BL21(DE3) e stato seguito un
metodo descritto da Sambroekal., 1989. Il protocollo prevede che un’aliquota Qi bl di
cellule competenti sia incubata in ghiaccio pem@@uti con 10 ng di DNA plasmidico. Le
cellule sono state sottoposte a shock termico & 42%r 50 minuti ed immediatamente
raffreddate in ghiaccio per 2 minuti; ad esse &gb@i aggiunto LB fino ad 1 ml totale di
coltura ed lasciate crescere a 37°C per 30 misatip agitazione (250 rpm). Le cellule sono
state allora piastrate su terreno selettivo, cateeampicillina, ed incubate a 37 °C per una
notte.

Essendo le cellule dt. coli BL21(DE3) trasformate con il plasmide pET 22b(#)ec
non porta il gendacZ, lo screeningblu/bianco per la selezione dei trasformanti noi p
essere utilizzato: si procedera all’analisi delidonie positive alla trasformazione mediante
Colony PCR.

2.7. Tecniche di purificazione degli acidi nucleici

2.7.1 Estrazione di DNA genomico d&seudomonasp. OX1

I DNA genomico € stato estratto e purificato setmia procedura descritta da Polaina
ed Adam nel 1991. Il protocollo usato per la paafiione del DNA € il seguente. Una colonia
batterica diPseudomonasp. OX1 é stata prelevata da una piastra di nuova prepa@zd
inoculata in 10 ml del brodo di coltura LB lascianid incubazione per 16 ore a 30°C sotto
vigorosa agitazione a 250 rpm. Le cellule soncestatcolte per centrifugazione a 9000 rpm
per 5 minuti a 4°C, quindi il pellet cellulare et risospeso in 1 ml di buffer TE (10 mM
TRIS, 1mM EDTA, pH 7,6) aggiungendo poi SDS 3% aeviare la lisi. Alla sospensione
sono stati aggiunti 20l di RNasi A (10 mg/ml) ed é stata lasciata a teragpga ambiente per
15 minuti agitando delicatamente ad intervalli. ¢&lule lisate sono state quindi diluite
aggiungendo 5 ml di buffer TE: il buffer permetéeskparazione della fase organica dalla fase
acquosa contenente gli acidi nucleici dopo il &m@nto con fenolo-cloroformio. Questo
trattamento si realizza successivamente all’aggiutit TE: alla soluzione si aggiunge un

uguale volume di fenolo-cloroformio (pH 8,0) perpettere la deproteinizzazione. In seguito
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a centrifugazione a 9000 rpm per 5 minuti a 4°tsengono due fasi distinte in cui il
campione risulta suddiviso: la fase inferiore @pande ad una fase organica contenente
materiale cellulare e 'RNA degradato precedentdmeer azione della RNasi A, mentre la
fase acquosa superiore contiene il DNA e deve passere recuperata. Le due fasi sono
separate da un’interfaccia costituita da proteioa precipitate: il trattamento con fenolo-
cloroformio deve essere ripetuto sulla fase acquesaperata per allontanare ulteriormente
proteine, RNA e materiale cellulare contaminanie, duando l'interfaccia non risulta
completamente pulita.

Il campione e stato poi trattato con uguale voluheloroformio per allontanare |l
fenolo, quindi sono stati aggiunti 0,7 volumi dipsopanolo conservato a temperatura
ambiente per indurre la precipitazione del DNA. pillet e stato raccolto mediante
centrifugazione in un rotore Sorvall a 11000 rpmr B8 minuti a 4°C. Il supernatante
recuperato e stato anch’esso sottoposto a trattancem 2,5 volumi di etanolo freddo per
indurre I'ulteriore precipitazione del DNA. La pipitazione e stata condotta per tutta la notte
lasciando il campione a —20°C, quindi il DNA é etafccolto mediante centrifugazione a
9000 rpm per 30 minuti a 4°C. Il pellet conteneht@NA é stato lavato con 5 ml di etanolo
70% e centrifugato a 9000 rpm per 10 minuti a 4fGupernatante & stato eliminato senza
disturbare il pellet, che e stato lasciato ascieigatto il flusso d’aria di una cappa sterile a
flusso verticale per favorire I'allontanamento @gtnolo ed infine risospeso il 1Qd di
acqua deionizzata sterile.

La concentrazione del DNA genomico purificato éastdeterminata mediante analisi
quantitativa su gel di agarosio allo 0,8%, confamdio l'intensita della banda relativa al
campione con quella delle bande di una soluzioeDdNA a concentrazione nota. La corsa
elettroforetica e stata condotta in TAE a 70 V aostper 40 minuti.

Tutte le soluzioni ed i materiali utilizzati duranestrazione del DNA genomico sono
stati sterilizzati mediante trattamento in autoelger 20 minuti alla temperatura di 121 °C.

2.7.2 Estrazione di DNA cosmidico d&seudomonas putid®aW340

Il DNA cosmidico & stato purificato utilizzando @IAGEN® Plasmid Midi Kit (25),
secondo il protocollo suggerito dal produttore.

La concentrazione del DNA cosmidico purificato atatdeterminata mediante analisi
quantitativa su gel di agarosio allo 0,8%, confamdlio l'intensita delle bande relative al

campione con quella delle bande di una soluziod®A a concentrazione nota.
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2.7.3 Estrazione di DNA plasmidico

I DNA plasmidico e stato estratto da celluleEli coli ricombinanti utilizzando il kit
Wizard Plus® SV Minipreps DNA Purification Systeralld Promega, seguendo il protocollo

fornito dalla casa produttrice.

2.8 Analisi elettroforetiche

2.8.1 Gel di agarosio per DNA

Il gel d’agarosio per I'analisi del DNA é stato pagato secondo il seguente protocollo.
L’agarosio, allo 0,8 % o allo 1,5 % (w/v), € statmolto in una soluzione tampone contenente
Tris-acetato 40 mM ed EDTA 1 mM (TAE) a cui e staggiunto bromuro d’etidio in
concentrazione finale pari a Qu8/ml per rendere visibili le molecole di DNA mediamaggi
UV. Ai campioni di DNA e stato aggiunto gliceroltesle in quantita tale da averlo ad una
concentrazione finale del 6%. La dimensione appardai campioni di DNA & stata stimata
confrontando la loro mobilita elettroforetica conetla di markers di peso molecolare noto,
mentre la quantita di DNA caricata su gel é stitaaga confrontando I'intensita delle bande
dei campioni con quelle dei markers GENE RULER DMNslder. La corsa elettroforetica
stata condotta in TAE 1X a 70 V costanti per cBBaminuti.

2.8.2 SDS-PAGE per analisi di proteine

L’elettroforesi su gel di poliacrilammide in pregendi SDS é stata eseguita secondo |l
sistema discontinuo descritto da Leamsulilastrine di 10.2 x 8.3 cm. Per la preparaziaie d
gel e stata utilizzata una soluzione stock di agrmhide 30 % (w/v) e bis-acrilammide 0.8 %
(w/v) che é stata opportunamente diluita in modo attenere una concentrazione
acrilammidica finale pari al 15%, 12%, 8%. | campiproteici sono stati risospesi in una
soluzione tampone contenente SDS 2 % (w/v), glioet® % (v/v), DTT 50 mM e blu di
bromofenolo 0.003 % (w/v) in Tris-HCI 50 mM, pH 6e8sono stati bolliti per 3 minuti. La
corsa elettroforetica e stata effettuata a vol@aggistante (200 V) per circa 1 ora in un
tampone contenente Tris 0.025 M, glicina 0.192 Ms&6 0.1 % (w/v).
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Le bande proteiche sono state evidenziate con Cegen8rilliant Blue R-250 0.05 %
(w/v) sciolto in acido tricloroacetico 12 % (vl decolorazione é stata effettuata utilizzando

una miscela acquosa di metanolo al 5 % (v/v) edcaacetico al 7.5 % (v/v).

2.9 Reazione a catena della polimerasi (PCR)

Le reazioni di PCR e di Colony PCR, quest’'ultimatasper loscreeningdelle colonie
batteriche positive dopo trasformazione, sono #iaéguite utilizzando 1.75U della BIOTAQ
TM DNA Polimerasi, acquistata alla BIOLINE. Le condni di reazione prevedono che a
2,5 pl del tampone 10X si aggiungano: MgGh concentrazione 2,5 mM finale, i dNTPs,
ciascuno in concentrazione 2AM finale, i primers forward e reverse ad una cotreaone
0,5 uM finale ciascuno, I'enzima e lo stampo, iramita opportuna a seconda del tipo di
DNA da analizzare (5 ng di DNA plasmidico, 5 ngNA cosmidico o 2 pl della colonia

batterica prelevata ed inoculata in 10 pl dOHNQ sterile per la Colony PCR), in un volume

totale di 25 pl.
Le reazioni di amplificazione sono state condotte it seguente programma:
- 1 ciclo: 2 minuti a 95°C (denaturazione iniziale)
- 25/30 cicli: -1 minuto a 95°C (denaturazione ializ)

-1 minuto alla temperatura prevista panihealingdei primers
-15-30 secondi/Kb a 72°C (estensione)

-1 ciclo: 5 minuti a 72°C (estensione finale)

2.10 Isolamento dei geni pheFG, subclonaggio nelteee plasmidico

pGEM-T Easy e sequenziamento

I geni pheF e pheG codificanti, rispettivamente, I'Aldeide DeidrogesngAcetilante)
ADA e 'Aldolasi HOA, sono stati isolati dal cosn@gFB3411 mediante amplificazione per
PCR. | prodotti di amplificazione sono stati sustesmente subclonati nel vettore
plasmidico pGEM-T Easy usando il pGEM-T Easy Ve&gstem.
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| primers utilizzati per 'amplificazione dei sinljaeni sono stati progettati in base
della sequenza nota dell’operopiee clonato nel cosmide pFB3411, ad eccezione del prime
HOAl progettato facendo riferimento allomologia ncoe sequenze della regione

corrispondente da specie diversé’deudomonas:

= OEH1 5'-CCG GTC AAG GCC GGT GAT TT-3’
= HOA1 5'-CCG TCG CGC AGGH)TC A(*1)G TC-3’

per I'amplificazione del gengheFcodificante I'enzima ADA.

= HOA3 5-GAG ATG TTG GCC GAG GAA AT-3
= HOArev 5’-CAT CTC CGG ATA ATC ATT GG-3

per I'amplificazione del gengheG codificante I'enzima HOA.

La procedura di subclonaggio prevede che a 50 ngtthire si aggiungano: il prodotto
di PCR, secondo il rapporto molare Inserto:Vetter8:1, I'opportuno tampone (100 mM
MgCl,, 100 mM DTT, 10 mM ATP in Tris-HCI 300 mM, pH 7,8)3 unita dell’enzima T4
DNA ligasi, in un volume finale di 1Ql. La miscela e stata incubata a 4°C per 16 orgie 2
del prodotto di reazione sono stati utilizzati passformare 10Ql di cellule competentE.
coli DH5a secondo il protocollo descritto nel paragrafo 2.6.

Le cellule sono state piastrate su terreno setetév le colonie positive alla
trasformazione sono state individuate mediansxteeningolu/bianco.

Le colonie positive, contenenti il plasmide ricomdmte d’interesse, sono state
inoculate in 5 ml di brodo LB contenente 10¢/ml di ampicillina e cresciute a 37°C, sotto
agitazione (250 rpm) per 16 ore. Queste colturkeileel sono state utilizzate per I'estrazione
del DNA plasmidico con il kit PROMEGA Wizard Plus8V Minipreps DNA Purification
System. Il DNA estratto e stato, infine, carattzsito e quantificato mediante elettroforesi su
gel di agarosio allo 0,8%.

| plasmidi ricombinanti selezionati sono stati demaati pADA e pHOA e sottoposti ad
analisi di sequenza.

Le sequenze dei gephesubclonati sono state realizzate utilizzando i sagyprimers:

= T7 5'-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3’
= SP6 5-GCT AGT TAT TGC TCA GCG G-3’

= OEH1 5'-CCG GTC AAG GCC GGT GAT TT-3’

= HOA1 5'-CCG TCG CGC AGG%)TC A(%)G TC-3'
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= HOAfor 5'-CTG CAC GAC ATG AGC CTG CGC GA-3
= HOAfor2 5-TGG CAT GTC GCG CAA GCT GG-3

Tutte le analisi di sequenza sono state eseguliezahdo un sequenziatore automatico
di acidi nucleici che sfrutta il metodo di termim@ze della catena per mezzo dei

dideossinucleotidi (Sanget al.,1977).

2.11 Clonaggio nel vettore di espressione pET-23bdel gene pheG

codificante I'aldolasi HOA

Il plasmide ricombinante pHOA é stato sottoposutigestione con le endonucleasi di
restrizioneNdd e Ncd al fine di escindere il gengheGclonato nel plasmide. La reazione e
stata realizzata utilizzando le seguenti condiziarb pg di pHOA, 10U dell’enzimacd, 5
pl di tampone 10X (50 mM Tris-HCI pH 7.4, 6mM MgCb0 mM NaCl e 50 mM KCI), in
un volume finale di 5Qul. Verificata la completa linearizzazione del pladey mediante
analisi su gel d’agarosio di una piccola aliquogh chmpione, pari ad 1/20 della reazione
totale, alla miscela di reazione € sono state aggilil0 U dell’enzimaNdd. La digestione &
stata condotta a 37°C per altre 3 ore, sufficiantonsentire I'escissione del gepleeGdal
plasmide. Il frammento ottenuto, ph&Sde/Ncodi circa 1,3 Kb, é stato purificato da gel di
agarosio allo 0,8% mediante I'impiego del kit PROGKWizard® SV Gel and PCR Clean-
Up System.

Il vettore plasmidico d’espressione pET-22b(+) atastigerito con gli stessi enzimi di
restrizione e purificato da gel d’agarosio.

La reazione di ligazione tra il frammento phd@e/Nco ed il vettore d’espressione
linearizzato e stata condotta a 4°C per 16 oremdihdo un rapporto inserto:vettore =,5rl
presenza di pl del buffer 2X (100 mM MgGl 100 mM DTT, 10 mM ATP in Tris-HCI 300
mM, pH 7,8) e 3 U dell’enzima T4 DNA ligasi, in smlume finale di 1Qul.

La miscela di ligasi & stata utilizzata per trasfare cellule dE. coli DH5a competenti
e le cellule trasformate sono state piastrate slagd# contenente ampicillina 1Q@/ml. |
cloni positivi sono stati identificati tramite urgcreeningper Colony PCR utilizzando i

primers universali:
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= T7 promoter 5- TAATACGACTCACTATAGCGG - 3
= T7 terminator 5- GCTAGTTATTGCTCAGCGG -3’

La temperatura dinnealingusata e pari a 62°C.

Le colonie positive allscreeningsono state prelevate dalla piastra ed inoculatedin
ml di terreno LB contenente ampicillina in conceatone finale 100 pg/ml e fatte crescere a
37°C, sotto agitazione (250 rpm) per 16 ore. Lducel cellulari sono state utilizzate per
I'estrazione del DNA plasmidico con il kit Promeda bonta del processo di purificazione e
la concentrazione del DNA plasmidico estratto sastate valutate mediante analisi
quali/quantitativa su gel d’agarosio.

Il costrutto realizzato € stato denominato pET-HOA.

2.12 Ingegnerizzazione del vettore pACYC184 pespressione del gene
pheF codificante I'aldeide deidrogenasi acetilanA

Al fine di eseguire una caratterizzazione biochaniegli enzimi ADA ed HOA dP.
sp. OX1 e necessario che i geni che li codificat®G e pheF, siano espressi nella stessa
cellula di E. coli BL21 (DE3) e che siano clonati in vettori di eg®iene appartenenti a
gruppi di incompatibilita diversi.PheG codificante I'Aldolasi HOA, come descritto
precedentemente, e stato clonato nel vettore dssjpme pET-22b(+), che contiene I'origine
di replicazione di pMB1 (un plasmide appartenentgrappo di incompatibilita ColE1). I
vettore di clonaggio pACYC184, contenente lorigink replicazione pl5A, e stato
selezionato tra i plasmidi commercialmente dispdinibppartenenti ad un gruppo
d’'incompatibilita che permette la coesistenza itute trasformate con plasmidi del gruppo
ColEl. Tale vettore, di 4.245 bp, € a basso nurdeowmpie, circa 15 copie per cellula, ed é
stato ingegnerizzato per trasformarlo in un vettespressione in cui e stato poi clonato il
genepheFk

La strategia adottata per modificare il plasmideCy&£184 prevede che la regione
promotrice del vettore d’espressione pET-22b(+)gaesubclonata in corrispondenza dei siti
di clonaggioNcad e Sadl del vettore pACYC184.
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Per realizzare il subclonaggio la sequenza del ptore del pET-22b(+) € stata
modificata al fine di introdurre alle estremita & 3’ i siti di restrizione peNcd (5'-
CCATGG-3) eSadl (5-CCGCGG-3), rispettivamente. L'inserimenteidsiti di restrizione
e stato realizzato mediante una reazione di PCRpethers utilizzati sono stati progettati in
modo da ottenere un prodotto di amplificazione cheprendesse iT7 promotey il Lac
operator, la regioneRBS con I'esclusione della regione codificante il ppé@ segnale.

Come primer per lI'estremita 5’ & stato utilizzatligonucleotideNcd 5-pET (5'-
CATGCCATGGAGATCTCGATCCCGCGAAAT-3") che include il sito di r&&zione per
Ncd (in evidenza) e la regione a monte del T7 promote

Per lestremita 3 €& stato utilizzato [loligonuctete Sadl 3-pET (5'-
TCCCCGCGGACCAGCAGCAGCGGTCGGCAG-3) che include il sito disteizione per
Sadl (in evidenza) e le prime basi della sequenzaifashte il peptide segnale. Le basi
presenti a monte dei siti di restrizione in entramkprimers sono state introdotte per
aumentare l'efficienza di digestione da parte defidonucleasi di restrizione. La reazione di
PCR e stata realizzata usando come stampo 5 ngettere pET-22b(+) e le condizioni
indicate nel paragrafo 2.9: la temperaturamhealingusata per questa coppia di primers e di
68°C.

Il prodotto di amplificazione & stato analizzato gel d’agarosio 1,5% e la banda
corrispondente al frammento genico d’interesse6di ip € stata escissa e purificata dal gel
utilizzando il kit della PROMEGA Wizard® SV Gel aCR Clean-Up System ed e stata poi
sottoposta ad analisi di sequenza per verificam mbn siano state introdotte mutazioni
durante la PCR.

Il frammento di 160 bp comprendente la regione minice del pET22b(+) & stato
denominato pEAN/S. Esso € stato digerito con gli enzimi di resbne Ncd e Sadl,
secondo le seguenti condizioni: 800 ng di frammesdno stati sottoposti ad una doppia
digestione utilizzando 10 U dell’'enzinNcd e 10 U dell’'enziméadl, 5 pl del tampone 10X
(50 mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM MgGle 50 mM NacCl), in un volume finale di 30; la
reazione di digestione e stata condotta a 37°QG ee. || frammento é stato purificato da gel
di agarosio allo 1,5% mediante I'impiego del kit ®REGA Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System.

Questo frammento pEAN/S e stato subclonato nel vettore pACYC184
precedentemente digerito con le stesse endonuclessstrizione. La reazione di digestione
e stata condotta utilizzando 1% di pACYC184, 10 U diNcd, 10 U di Sadl, 6 pl del
tampone 10X (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM Mg@& 50 mM NacCl), in un volume finale

di 60 pl; la reazione di digestione e stata condotta &£33&r 3 ore. | prodotti di digestione
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sono stati analizzati su gel d’agarosio allo 0,886me atteso sono stati ottenuti due
frammenti rispettivamente del peso molecolare &iel3 Kb. Il frammento di 3 Kb di nostro
interesse, contenente l'origine di replicazioneiledene che conferisce la resistenza alla
tetraciclina, e stato escisso e purificato dal gilizzando il kit Promega. Esso e stato
denominato pAGN/S

La regione pAGN/S di 3 Kb é stata ligata alla regione promotismata dal pET ed
indicata come pEAN/S. La reazione di ligazione € stata realizza@iuagendo 15 ng della
regione promotrice a 100 ng di vettore (rapportdameoinserto:vettore = 3:1) in presenza di 3
U dellenzima T4 DNA ligasi. La miscela é stataubata a 4°C per 16 h e con 2 ul del
prodotto di reazione sono state trasformate 10didellule competenti dE. coli DH5a,
secondo il protocollo descritto nel paragrafo 2.6.4 cellule sono state piastrate su terreno
LB contenente 10ug/ml di tetraciclina (Tc) e crateia 37°C per 16 ore. Alcune delle
colonie sviluppatesi sono state prelevate dallat@adi riferimento ed ognuna € stata in parte
trasferita su una nuova piastra contenente tefdt8n@ Tc 10pg/ml ed in parte inoculata in 10
ul di HyO sterile: 2 ul di tale sospensione sono statizatiti come stampo per realizzare la
Colony PCR con i primersicd 5’-pET e Sadl 3-pET secondo le condizioni gia descritte.
Le colonie positive a questzreeningsono state prelevate dalla piastra ed inoculai®iml
di brodo LB contenente 10ug/ml di Tc e fatte cres@37°C, sotto agitazione (250 rpm), per
16 ore. Le colture cellulari sono state utilizzger I'estrazione di questo nuovo vettore

utilizzando il kit della Promega. Il costrutto tosalizzato € stato denominato pACET.

2.13 Clonaggio nel pACET del gene pheF

Il plasmide ricombinante pADA é stato linearizzatoediante digestione con
I'endonucleasi di restrizion®dd: 3 pg di plasmide sono stati digeriti con 15 U dell'ena
Ndd, in presenza di 4l di tampone 10X (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM Mg@& 50 mM
NacCl), in un volume finale di 4Ql; la reazione di digestione €& stata condotta &£37ér 3
ore. Il plasmide linearizzato e stato purificato gl di agarosio allo 0,8% usando il kit
Promega quindi € stato sottoposto a digestioneigl@arzon I'endonucleasi di restrizione
Sadl: 1,5 ug di pADA linearizzato ddNdd sono stati digeriti con 1,5 U dell’enzingadl, in
presenza di 2,5l di tampone 10X (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM Mg@& 50 mM NacCl),

in un volume finale di 2%ll; la reazione di digestione é stata condotta &£3¥&r un’ora. E’
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stato necessario condurre una digestione parzél@ldsmide pADA linearizzato dsdd
poiché un sito di restrizione p&adl € presente all'interno della sequenza del gehé-,
oltre che nepolycloning sitedel vettore pGEM-T. La digestione in condizionrzali, oltre a
lasciare il plasmide prevalentemente in forma nigerita, produce una banda di circa 600
bp, corrispondente al gemheF parziale, ed una di circa 1100 bp, corrispondehtgene
pheFcompleto. Questa banda piu grande é stata pdafaa gel di agarosio utilizzando il kit
Promega ed il gengheF e stato clonato nel vettore pACET digerito constdissi enzimi di
restrizione: 1,5ug di pACET sono stati digeriti con 10 U didd e 10 U di Sadl,
aggiungendo @l di tampone 10X (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM Mg@& 50 mM NacCl),
in un volume finale di 6Qul; la reazione di digestione e stata condotta a&3¥ér 3 ore. |
frammento di interesse misura circa 3,3 kb: ess@t® purificato da gel di agarosio con il kit
Promega.

La reazione di ligazione tra il gepéd- Ndel/Sacll ed il vettore d’espressione pACET
Ndel/Sacll e stata condotta a 4°C per 16 ore: @ i@ di plasmide sono stati aggiunti:
I'inserto, secondo un rapporto molare inserto:vette 3:1, 5ul del buffer 2X (100 mM
MgCl,, 100 mM DTT, 10 mM ATP in Tris-HCI 300 mM, pH 7,8)3 U dell’enzima T4 DNA
ligasi, in un volume finale di 1(l.

Con tale costrutto sono state trasformate cellule. @oli appartenenti al ceppo Dkl5
ed i cloni positivi sono stati identificati tramiteno screeningper Colony PCR. | primers

utilizzati per questa reazione sono i seguenti:

*OEH1 5-CCGGTCAAGGCCGGTGATTT-3’
"HOAl 5-CCGTCGCGCAGG(GC)TCA(CT)GTC-3’

Il primer HOAL € un primer degenerato progettatitadoase di sequenze omologhe. Le
condizioni di PCR utilizzate sono quelle descrittel paragrafo 2.9 e la temperatura di
annealingusata e pari a 64°C.

Tutte le colonie selezionate risultano positiveo adicreening Una delle colonie
contenente il plasmide ricombinante e stata prédedalla piastra ed inoculata in 10 ml di
terreno LB contenente Tc 10 pg/ml e fatta cresae3@°C, sotto agitazione (250 rpm) per 16
ore. La coltura cellulare é stata utilizzata pestfazione del DNA plasmidico con il kit

Promega. Il vettore é stato denominato pACET-ADA.
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2.14 Realizzazione dei costrutti pET-FG-Nde e pEGHNco per
I'espressione delle proteine ADA ed HOA

Per I'espressione delle proteine ADA e HOA Rli sp. OX1 inE. coli sono stati
realizzati due costrutti plasmidici, uno clonandocbppia genicpheFGin corrispondenza
dei siti di restrizioneNde-Bamdel vettore d’espressione pET-22b(+) ed uno cldoamgeni
in corrispondenza dei sifico-Bamdello stesso vettore. Questo secondo costruttta @or
monte dei geni clonati una sequenza codificante ysemeptide segnale coinvolto nella
traslocazione delle proteine nello spazio peripktsro. La scelta di realizzare tale costrutto
nata dalla possibilita di aumentare la porzionetsité delle proteine espresse facilitando cosi
la loro purificazione; la maggior parte di essaihftende a formare aggregati insolubili noti
come corpi di inclusione.

L’intero operonephe codificante gli enzimi ddbwer (meta) pathway di.Bsp. OX1, e
contenuto nel vettore cosmidico pFB3411 isolataelale diP. putidaPaW340.

La regione del cosmide che comprende i gdmaF e pheGé stata modificata al fine di
introdurre alle estremita 5’ giheFe 3’ dipheGi siti di restrizione per le endonucleasid e
BamH, per la realizzazione del primo costrutto, eti per Ncd e BamH per il secondo
costrutto. L'inserimento dei siti di restriziones&to realizzato mediante una reazione di PCR.
Come primer per l'estremita 5 € stato utilizzateel primo caso, l'oligonucleotide
NdeADAfor (5-AATT CCATATG AACAAGAAACTGAAAGCG-3) che include il sito di
restrizione pemMdd (in evidenza)e, nel secondo caso, l'oligonucleotide NcoADA{st-
ATGCCATGG GAAACAAGAAACTGAAAGCG-3) che include il sito di restrizione péfca
(in evidenza) e la sequenza codificante il pepdiegnale.

Per I'estremita 3’ e stato utilizzato in entrambasi I'oligonucleotide BamHOAre(b'-
CGGGATCCCGCGGCTGAGGGTACGGT-3')che include il sito di restrizione per la
endonucleasBamH (in evidenza).

Le basi presenti nella sequenza dei primers, aendeai siti di restrizione, sono state
introdotte per aumentare I'efficienza di digestiai@eparte delle endonucleasi di restrizione.

Le due reazioni di PCR sono state realizzate usaondoe stampo 5 ng del cosmide
pFB3411 ed utilizzando il programma indicato nelagaafo 2.9.

La temperatura dinnealingusata per la coppia di primers NdeADAfor/BamHOAg&v
di 65°C, mentre per la coppia NcoADAfor/BamHOAredie&8°C.

| prodotti di amplificazione sono stati analizzsti gel di agarosio allo 0,8% e le bande
corrispondenti ai frammenti genici di interessec@i2 Kb) sono state escisse e purificate dal

gel utilizzando il kit della Promega, secondo teusioni della casa produlttrice.
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| frammenti pheF@Nde/B e pheFGNco/B purificati sono stati subclonati nel vettore
pPpGEM-T Easy. Le reazioni di ligazione sono staigege aggiungendo 100 ng di inserto, in
entrambi i casi, e 50 ng di vettore pGEM-T (rapparolare inserto:vettore = 3:1) in presenza
di 3 U di T4 DNA Ligasi. Le due miscele di reaziosmno state incubate a 4°C per 16 h e con
2 ul di ciascuna miscelsono state trasformate 100 pl di cellidecoli DH5a, secondo |l
protocollo descritto nel paragrafo 2.6.1. Le cellldono state piastrate su terreno LB
contenente 100 pg/ml di ampicillina e cresciute p&rore a 37°C. Alcune delle colonie
sviluppatesi sono state prelevate dalle rispefiiastre ed ognuna e stata in parte trasferita su
terreno fresco LB-agar contenente 100 ug/ml di aitipa per realizzare una replica, ed in
parte inoculata in 10 ul diJ@ sterile: 2 pl di tale sospensione sono statii ©sathe stampo
per la Colony PCR con i primers T7 ed SP6 secoadoihdizioni descritte nel paragrafo 2.9.
Le colonie positive a quesszreeningcontenenti i plasmidi d’'interesse, sono state pette
dalle rispettive piastre ed inoculate in 5 ml dréao LB contenente 100 pg/ml di ampicillina
e fatte crescere a 37°C, sotto agitazione (250 gmn)L6 ore. Le colture cellulari sono state
utilizzate per I'estrazione dei vettori pFG-Nde/BpEG-Nco/B con il kit della Promega. |
plasmidi ottenuti sono stati sottoposti ad andlisisequenza per verificare i geni in essi
clonati non contengano mutazioni introdotte durdatfeCR.

| genipheFGsono stati escissi dai plasmidi di clonaggio pGEMttraverso reazioni di
digestione con gli enzimi di restrizione appropraB7°C per 3 ore. | prodotti di digestione
sono stati controllati su gel di agarosio allo 0,8%uccessivamente i frammenti sono stati
subclonati nel vettore d’espressione pET-22b(+kcedentemente digerito con gli stessi
enzimi. Le razioni di ligazione per realizzareubslonaggio sono state eseguite con 120 ng di
inserto, in entrambi i casi, e 100 ng di vettorapfrorto molare inserto:vettore = 3:1) in
presenza di 3 U di T4 DNA Ligasi. Le due misceleadizione sono state incubate a 4°C per
16 h e con 2 pl di ciascuna sono state trasford@deu! di celluleE. coli DH5a, secondo |l
protocollo descritto nel paragrafo 2.6.1. Le cellldono state piastrate su terreno LB
contenente 100 ug/ml di ampicillina e la selezidedie colonie positive é stata realizzata
mediante Colony PCR come indicato precedentementa wusando i primers
NdeADAfor/NcoADAfor e BamHOArev seguendo le condizi descritte nel paragrafo 2.9.
Le colonie positive a quessereeningsono state prelevate dalle rispettive piastre edulate
in 10 ml di terreno LB contenente 100 pug/ml di acilma e fatte crescere a 37°C, sotto
agitazione (250 rpm) per 16 ore. Le colture ceflidano state utilizzate per I'estrazione dei
vettori pET-FG-Nde/B e pEIFG-Nco/B con il kit della Promega. | costrutti cadtenuti
sono stati usati per trasformare celluleEdicoli BL21(DES3), adatte per I'espressione delle
proteine, secondo il protocollo descritto nel paafy2.6.2.
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2.15 Isolamento dei geni xyl-likeQK, subclonaggielrnvettore plasmidico

pPpGEM-T Easy e sequenziamento

I geni xyl-likeQK, codificanti I'Aldeide Deidrogenasi (Acetilante) ADe I'Aldolasi
HOA omologhi ai genkyl di Pseudomonas putidat-2 per il catabolismo dn- e p-xilene,
sono stati amplificati con primers specifici utdando come stampo il DNA genomico di

Pseudomonasp. OX1.

| primers utilizzati per I'amplificazione sono igenti:

* OEH1 5'-CCG GTC AAG GCC GGT GAT TT-3
* g4ODrev 5-GGA TGT CAT GGG CCT GCA G-3

Il prodotto di amplificazione é stato subclonatd wettore plasmidico pGEM-T Easy

con le modalita gia descritte nel paragrafo 2.1Glpgonaggio dei genpheFG

La bonta del processo di amplificazione e statafivata sottoponendo il plasmide

ricombinante, denominato pQK, ad analisi di seqaeriizzando i seguenti primers:

=T7 5-TAATAC GAC TCA CTA TAG GG-3

= SP6 5'-GCT AGT TAT TGC TCA GCG G-3

= ADA1 5-CTG ATG GTC GAC CTG ACC CC-3

= ADA2 5-ATC CAC TGT CTG ACC GAA AC-3

= HOAfor 5'-CTG CAC GAC ATG AGC CTG CGC GA-3
= HOAfor2 5-TGG CAT GTC GCG CAA GCT GG-3
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2.16 Realizzazione dei costrutti pET-QK-Nde e pEK-Qco per
I'espressione delle proteine ADA ed HOA xyl-like

Per I'espressione delle proteine ADA e HOA xyl-litieP. sp. OX1 inE. coli sono stati
realizzati due costrutti plasmidici, uno clonanda Ltoppia genicaxyl-likeQK in
corrispondenza dei siti di restriziolNgle-Bamdel vettore d’espressione pET-22b(+) ed uno
clonando i geni in corrispondenza dei 8lto-Bamdello stesso vettore. Le proteine espresse
da questo secondo costrutto presentano a monta kbed sequenza un peptide segnale
coinvolto nella traslocazione delle proteine stesdi spazio periplasmatico.

Il protocollo seguito € analogo a quello descritgb paragrafo 2.14.

La coppia genicayl-lkeQK é stata isolata dal vettore pQK mediante PCR wsand
primers specifici modificati al fine di introduradle estremita 5’ e 3’ della sequenza i siti di
restrizione per le endonucledild e BamH, per la realizzazione del primo costruttd\ed
e BamH per il secondo.

Come primer per l'estremita 5’ e stato utilizzatel primo caso, I'oligonucleotide
NdeADA (5'- GGAATTCCATATG AGCAAGAAACTGAAA -3) che include il sito di
restrizione perNdd (in evidenza)e, nel secondo caso, l'oligonucleotide NcoADA (5'-
CATGCCATGGGTAGCAAGAAACTGAAA-3) che include il sito di restdione perNca
(in evidenza) e la sequenza codificante il pepdiegnale.

Per I'estremita 3’ & stato utilizzato in entramhiaisi I'oligonucleotide BamHOAS'-
CGGGATCCCGCGGCTGAGGGTACGGT-3')che include il sito di restrizione per la
endonucleasBamH (in evidenza).

Le basi presenti nella sequenza dei primers, aendeai siti di restrizione, sono state
introdotte per aumentare I'efficienza di digestial@eparte delle endonucleasi di restrizione.

Le due reazioni di PCR sono state realizzate usandme stampo 5 ng del plasmide
pQK, secondo il protocollo descritto nel paragrafa 2.9

La temperatura diannealing usata per entrambe le coppie di primers,
NdeADA/BamHOA e NcoADA/BamHOA, e di 64°C.

| prodotti di amplificazione sono stati analizzsti gel di agarosio allo 0,8% e le bande
corrispondenti ai frammenti genici di interessec@i2 Kb) sono state escisse e purificate dal
gel utilizzando il kit della Promega, secondo teusioni della casa produlttrice.

| frammenti xyl-likeQKANde/B e xyl-likeQKANco/B purificati sono stati subclonati nel
vettore pGEM-T Easy.

| costrutti ottenuti sono stati denominati pQK-N8le2 pQK-Nco/B, rispettivamente:

essi sono stati sottoposti ad analisi di sequereagrificare che la Taq utilizzata non avesse
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introdotto mutazioni, quindi sono stati usati peastormare cellule diE. coli DH5a
competenti. Il vettore pQK-Nco/B presentava mutazinella sequenza dei geni clonati
quindi si & proceduto utilizzando soltanto corostrutto pQK-Nde/B.

Successivamente i gexyl-likeQK sono stati escissi dal plasmide di clonaggio pGEM-
mediante digestione con gli enzimi di restrizidwad/BamH a 37°C per 3 ore. Il frammento
ottenuto e stato subclonato nel vettore d’esprassgET-22b(+), precedentemente digerito
con gli stessi enzimi. La reazione di ligaziond¢atsseseguita come gia descritto nel paragrafo
2.14.

Il nuovo costrutto cosi ottenuto, chiamato pET-QHelB, € stato usato per trasformare
cellule diE. coli BL21(DE3), adatte per I'espressione delle proteioembinanti, secondo il
protocollo descritto nel paragrafo 2.6.2.

2.17 Condizioni di coltura ed induzione dell’espstsne delle proteine
ADA e HOA Phe e Xyl-like

Una colonia relativa ai ceppi di Eoli BL21(DES3) trasformati con i vettori:

. pET-FG-Nde/B

. pPET-FG-Nco/B

. pET-QK-Nde/B

e stata prelevata da una piastra di fresca prepased inoculata in 10 ml di brodo di
coltura LB contenete ampicillina 10@y/ml e fatta crescere a 37°C, sotto agitazione (200
rpm), per 16-18 ore. Una colonia di &li BL21(DE3) cotrasformata con i plasmidi pET-
pheG e pACET-pheF é stata prelevata da una pedtioculata in 10 ml di brodo di coltura
LB contenente 10 pg/mi di Tc e 100 pg/ml di Ampatd crescere a 37°C, in agitazione (200
rpm) per 16 ore.

[l mattino successivo € stata fatta una diluiziari®0 dei preinoculi in 300 ml di brodo
LB contenente I'antibiotico opportuno ed incubata7aC, 200 rpm fino al raggiungimento di
un valore di OD600 compreso fra 0,6-0,7.

Allo scopo di indurre I'espressione delle proteinstato aggiunto alle colture IPTG 0,5
mM e le cellule sono state fatte crescere a 37°@ Bm per 3 ore. Al termine
dell'incubazione le cellule sono state raccolte pemtrifugazione a 8500 rpm, 4°C per 15

minuti e risospese in un appropriato tampone pardtessivo frazionamento.
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2.18 Frazionamento cellulare

Gli estratti proteici totali diE. coli BL21(DE3) trasformate con i plasmidi
precedentemente indicati sono stati ottenuti attistysonicazione delle cellule.

Il pellet cellulare ottenuto dopo l'induzione ctRTG e stato risospeso in 5 ml di
tampone di sonicazione composto da: 50 mM soditatosa pH 7.5, 0.1 M NaCl, 1mM
EDTA, 0.2 mg/ml Lisozima e 3@l di un cocktail di inibitori di proteasi, ed incato in
ghiaccio per 30 minuti. Le cellule sono state sat@cin ghiaccio per evitare |l
surriscaldamento e la denaturazione delle protefhestato utilizzato un programma che
prevede due cicli di sonicazione ognuno della dudat100 secondi. Ogni ciclo € composto
da 20 impulsi di 5 secondi ciascuno, alla poten&0dVN, con un intervallo tra un impulso ed
il successivo di 5 secondi. Tra il primo e il sedonciclo di sonicazione € previsto un
raffreddamento del campione in ghiaccio per 5 minut

Il campione e stato successivamente trattato c@ufjODNasi | a 37°C per un’ora.
Attraverso centrifugazione a 8500 rpm, 4°C per 30Qumn pellet e supernatante sono stati

separati e sottoposti in seguito ad elettroforegied di poliacrilammide.

2.19 Purificazione delle proteine dai corpi d’ingtione

Le proteine ADA ed HOA, a causa delle condizioniedpressione, si accumulano
principalmente nei corpi d’inclusione. Al fine dinaturare le proteine incluse nel pellet
cellulare, i corpi d’inclusione sono stati primarifigati e poi solubilizzati in urea. Dopo |l
frazionamento cellulare ottenuto per sonicazionelopo la separazione della frazione
insolubile da quella solubile mediante centrifugas, il pellet e stato risospeso in 5 ml di
tampone composto da sodio fosfato 50 mM a pH 7IB[A1 mM, Lisozima 0,2 mg/ml e
sodio deossicolato 1 mg/ml. Questa sospensionata isicubata in ghiaccio per 20 minuti e
poi centrifugata a 11400 g, 4°C per 15 minuti.upsrnatante e stato rimosso ed il pellet e
stato risospeso in 5 ml,B fredda e successivamente centrifugato a 1530 @,per 30
minuti. Il pellet recuperato e stato solubilizzaiaurea 8 M ed il campione € stato sottoposto
ancora a centrifugazione a 15300 g, 4°C per 10 tinpar rimuovere il materiale insolubile
rimanente ed il supernatante, contenente le pmteoiubilizzate, e stato sottoposto a 3
passaggi di dialisi contro 500 ml di tampone daturazione composto da MOPS 100 mM a
pH 7,5, MgCt 0,5 mM, MnCt 0,5 mM, DTT 1 mM e glicerolo 10% (v/v) a 4°C sotto
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agitazione. Al termine dei 3 passaggi di dialigtainpione € stato nuovamente dializzato per
3 volte contro 500 ml di sodio fosfato 50 mM a ptb @ glicerolo 10% (v/v) a 4°C sotto
agitazione.

Il campione dializzato é stato centrifugato a 85, 4°C per 10 minuti in modo da
rimuovere il precipitato formatosi durante i vaagsaggi di dialisi, quindi ne e stata stimata la

concentrazione proteica tramite saggio Bradford.

2.20 Quantificazione delle proteine

Per la determinazione della concentrazione protéicdato usato il Bio-rad Protein
Assay Kit. Il kit si basa sul metodo Bradford paistima della concentrazione proteica ed usa
la BSA come standard. I| metodo sfrutta la capasgiacolorante Coomasse Brillant Blu G-
250 di legare specifici residui amminoacidici prodndo un cromoforo con un massimo di

assorbanza a 595 nm.

2.21 Saggi di attivita enzimatica

2.21.1 Saggio standard per la deidrogenasi ADA

Il saggio per determinare [Iattivita della Acetdltke Deidrogenasi (Acetilante),
codificata dal genpheF, e stato eseguito a temperatura ambiente in @idetjuarzo in un
volume totale di 1 ml, aggiungendo a 50 mM di tampseodio fosfato a pH 7.5, 1.425 mM di
BNAD™, 0.5 mM di Coenzima A (CoA), 1.25 pg di estrattotpico totale e, come substrato,
I’Acetaldeide a concentrazione crescente comprasamM e 350 mM.

Il saggio per determinare [lattivita della Acetdtle Deidrogenasi (Acetilante),
codificata dal genayl-likeQ, & stato eseguito a temperatura ambiente in @detjuarzo in
un volume totale di 1 ml, aggiungendo a 50 mM dipane sodio fosfato a pH 7.5, 21
di BNAD", 75uM di CoA, 37,5 ug di estratto proteico totale emeosubstrato, I'’Acetaldeide

a concentrazione crescente compresa tra 5 mM b0 m
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La reazione inizia in seguito all’aggiunta del CeAattivita della Deidrogenasi € stata
monitorata a 340 nm.
Una unitd di attivita enzimatica & definita comeglaantita di enzima richiesto per

catalizzare la riduzione di 1 pmol GNAD" per minuto.

2.21.2 Determinazione delle costanti cinetiche

La velocita enzimatica iniziale {y € stata calcolata convertendo la variazione di
assorbanza/minuta\Az4o/minuto) in uM/minuto usando il coefficiente di estinzione melar

(eV340) per il NADH di 6220 M'cm* ed applicando la seguente relazione:

AAzsg/minuto _ uM/minuto

eMzyg

Cioe la variazione di concentrazione del prodottoun minuto espressa ipM
(micromoli/ml).

Poiché la quantita di NADH che si forma corrisposteEchiometricamente alla quantita
di substrato che si consuma, questo & anche il mudienicromoli di substrato consumate in
un minuto, cioe le U/ml di saggio. Per la determiaae delle costanti cinetiche di ADAK
e Vmax SONO stati realizzati dei saggi di attivita enaiiva utilizzando concentrazioni
crescenti del substrato Acetaldeide mantenendamsé concentrazioni di CoA [@NAD. |
dati ottenuti sono stati riportati in un graficoecdescrive un’iperbole equilatera secondo
'equazione di Michaelis-Menten. Poiché la medeseqgaazione per il calcolo delle costanti
cinetiche, K; e Vinaxnon fornisce valori precisi per alte concentrazidinsubstrato, si é fatto
uso di una trasformazione lineare dell'equazion®lidhaelis-Menten definita dall’equazione
di Hanes. | grafici corrispondenti alle due equaisono stati creati utilizzando il programma

GraphPad Prisndisponibile in rete al sito internetvw.graphpad.com
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2.22 “Modeling” molecolare

La predizione della struttura dell’enzima bifunzaten ADA-HOA Xyl-like si € basata
sulla disponibilita delle coordinate tridimensiandklle proteine omologhe dp. CF600,
conservate nella banca dati PDB (Code n. 1INVM)culi é stata determinata la struttura
terziaria mediante cristallografia ai raggi X. Petaborazione del modello molecolare sono
stati utilizzati i programmi MODELLER e QUANTA (Metular Similation Inc.). La qualita
stereochimica dei modelli ottenuti & stata verthcaon il programma PROCHECK. La
struttura secondaria € stata assegnata con ilaroga DSSP. Le figure sono state realizzate
con Insight Il package (Molecular Simulation, Inder la visualizzazione dei modelli sono

stati impiegati i programmi RasMol e Swiss PDB Vezw

2.23 Identificazione del promotore Pphe

Per identificare la regione promotrice della tramone dei geniphe, codificanti gli
enzimi dellower pathwaydi Pseudomonasp. OX1, un frammento di 6 Kb, che si estende
dalla orf1 a monte del locusou fino al genepheK é stato isolato dal cosmide pFB3411
mediante digestione con I'endonucleasi di resmigiBglll: 10 pug di pFB3411 sono stati
digeriti con 25 U dell’enzim®glll, in presenza di 8l di tampone 10X (50 mM Tris-HCI pH
8.0, 10 mM MgClt e 50 mM NacCl), in un volume finale di 80; la reazione di digestione e
stata condotta a 37°C per 4 ore.

Tale frammento e stato clonato nel vettore plasigiGEM-7Zf(+) precedentemente
linearizzato con I'endonucleasi di restrizioBamH. Gli enzimi di restrizione utilizzati
creano, in seguito alla digestiongy6trudingtermini” complementari consentendo di inserire
il frammento di 6 KbBglll/Bglll allinterno del pGEM-7Zf(+) linearizzato coBamH. La
reazione di ligazione é stata condotta a 4°C peasré@utilizzando un rapporto inserto:vettore
= 3:1 in presenza di §l del buffer 2X (100 mM MgGl 100 mM DTT, 10 mM ATP in Tris-
HCI 300 mM, pH 7,8) e 3 U dell’enzima T4 DNA ligasi un volume finale di 1.

La miscela di ligasi & stata utilizzata per trasfare cellule dE. coli DH5a competenti
e le cellule trasformate sono state piastrate slagd# contenente ampicillina 1Q@/ml. |
cloni positivi sono stati identificati tramite urgcreeningper Colony PCR utilizzando i

primers universali T7 e SP6.
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Il plasmide ricombinante pGEM7Z-6B/B e stato sottsfo ad analisi di sequenza

utilizzando i seguenti primers:

> PHK rev 5-TGCTCTCCGAACCGCCACTTGA-3’
> Phel rev 5-ACCGATCTAACCAAATGCTC-3
> Phe2 rev 5'-GGTCGCGTTTCTACCGATG-3

Allineamenti di sequenza hanno consentito di irdiiare all'interno di questa regione il
putativo promotore dell'operorghe

L'isolamento della sequenza del promotore €& sedtizzata mediante una reazione di
PCR utilizzando una coppia di primers progettattadaase della sequenza precedentemente
delucidata. | primers consentono inoltre di intnodwalle estremita 5’ e 3’ i siti di restrizione
perXhd (5-CTCGAG-3’) eBamH (5-GGATCC-3), rispettivamente.

Come primer per l'estremita 5’ e stato utilizzatolijonucleotide PheXho for (5'-
CCCCTCGAGGCGATCACTTCTCTTTGC-3), che include il sito di regtione perxXhd
(in evidenza).

Per lestremita 3 € stato utlizzato [loligonuctete PheBam rev (5'-
CGCGGATCCCCCTTTATGTTTGTGATCGG-3'), che include il sito di s&izione per
BamH (in evidenza). Le basi presenti a monte dei diitrestrizione in entrambi i primers
sono state introdotte per aumentare I'efficienzaligestione da parte delle endonucleasi di
restrizione. La reazione di PCR e stata realizaatando come stampo 5 ng del vettore e le
condizioni indicate nel paragrafo 2.9: la tempaiti annealingusata per questa coppia di
primers é di 65°C.

Il frammento di 370 bp ottenuto € stato digeriton @di enzimi di restrizioneXhd e
BamH, secondo le seguenti condizioni: 34§ di frammento sono stati sottoposti ad una
doppia digestione utilizzando 5 U dell’enzin¥hd e 5 U dell’enzimaBamH, 5 pl del
tampone 10X (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM Mg@& 50 mM NacCl), in un volume finale
di 50 pl; la reazione di digestione é stata condotta a&3@ér 3 ore. Il frammento € stato
purificato da gel allo 1,5% di agarosio medianiefiiego del kit PROMEGA Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up System.

Questo frammento, denominat@70X/B, e stato subclonato nel vettore pGEM7Zf(+)
precedentemente digerito con le stesse endonudeasstrizione e con tale costrutto sono
state trasformate cellule competentiEdcoli JIM109.

Il vettore realizzato e stato denominato pGEMVYZZ0X/B.
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2.24 Produzione di frammenti biotinilati del promaite Pphe

Due frammenti del promotore Pphe, denomindtie A3, sono stati realizzati mediante
PCR secondo la reazione gia descritta nel paragrfo

Il plasmide pGEM7ZA370X/B e stato utilizzato come stampo ed i primgpscifici
usati per amplificare tali frammenti sono statigetiati sulla base della sequenza nota della
regioneA370X/B clonata nel vettore. | primers senso usaiosconiugati con la biotina: in

guesto modo si producono frammenti con il loro itinilato.

| primers utilizzati per I'amplificazione del framentoAl sono:
PheAl Bio 5-CTATATCCCTTCCTCTGG-3’
PheAl rev 5-CCCTTTATGTTTGTGATCGG-3

| primers utilizzati per I'amplificazione del framentoA3 sono:
PheA3 Bio 5-AATCGGCCGTTGTCAGTG-3’
PheA3 rev 5-CCCGGAGCGTTTTTTACC-3

La temperatura dinnealingdei primers utilizzata é di 52°C.

2.25 Preparazione di estratti proteici di Pseudonasrsp. OX1

Pseudomonasp. OX1 viene cresciuto a 30°C in terreno liquid® lslrricchito con
Malato alla concentrazione finale 20 mM. Come itohet dell’espressione dei geni catabolici
viene usato il fenolo che si aggiunge direttamaifitecoltura alla concentrazione finale pari a
4 mM quando I'ORy € allincirca 0,2. La crescita viene monitorata samando
'assorbimento a 600 nm. Quando I'@p é all'incirca 1,2 le cellule vengono raccolte
mediante centrifugazione a 8000 rpm per 30’ a 4F@ellet cellulare viene lavato in Tris-
HCI 50 mM, pH 7,5 ed ancora raccolto per centriigae a 8000 rpm per 10" a 4°C. A
guesto punto il pellet viene risospeso nel segubatier di lisi: 50 mM Tris-HCI pH 7,5 -
150 mM NaCl - 2 mM EDTA. Il buffer di lisi &€ usain quantita di 3 ml/gr di pellet. Alla
sospensione si aggiunge lisozima alla concentrazioale 0,2 mg/ml ed 10l/gr di pellet di

un cocktail di inibitori di proteasi. Segue un’im@zione in ghiaccio per 30'. Le cellule sono
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state quindi sonicate in ghiaccio, per evitareuiriscaldamento e la denaturazione delle
proteine. E stato utilizzato un programma che pteviee cicli di sonicazione ognuno della
durata di 200 secondi. Ogni ciclo € composto dan®fulsi, di 10 secondi ciascuno, alla
potenza di 80 W, con un intervallo tra un impulsbilesuccessivo di 10 secondi. Tra i vari
cicli di sonicazione e previsto un raffreddamengbaampione in ghiaccio per 5 minuti.

Il campione é stato successivamente trattato cOnudOnl DNasil a 37°C per un’ora
e centrifugato a 8500 rpm, 4°C per 30 minuti. Ipbesunatante € stato recuperato e la
concentrazione proteica € stata determinata wiida il metodo Bradford precedentemente
descritto (par. 2.20).

2.26 South-Western

Questa metodica e stata utilizzata per identificareteine di regolazione della
trascrizione dei genphe l'obiettivo € quello di isolare fattori trascramali, presenti
nell’estratto proteico totale ottenuto Baeudomonasp. OX1 cresciuto in presenza di fenolo,
in grado di interagire con i frammemti eA3 del promotore Pphe.

Blotting su nitrocellulosa e rinaturazione delleopeine: dopo I'SDS-PAGE le proteine
sono state trasferite su nitrocellulosa (PROTRANhOISicher & Schuell BioScience)
utilizzando il Mini Transblot System (Bio-Rad).thasferimento € stato realizzato a 150 mA
costanti per 2 ore in un tampone composto da @i6ii92 M, Tri-HCI 0,025 M e Metanolo
20% (v/v). Al termine della corsa la nitrocelluloga stata incubata in un tampone di
rinaturazione costituito da 20 mM Tris-HCI pH 7150 mM NacCl, 2.5 mM DTT, 2.5% (v/v)
Nonidet P-40, 10% (v/v) glicerolo e 3% (p/v) BS#er tutta la notte in agitazione a 4°C.

Ibridazione con sonde marcate con biotifa:membrana con le proteine rinaturate e
stata trasferita in una soluzione di legame casditita 10 mM Tris-HCI pH 8, 50 mM NacCl, 1
mM EDTA, 1 mM DTT, 5% (v/v) glicerolo e 0.125% ()/BSA.

A questa soluzione si aggiungono 500 ng del framierarcato con biotina, preparato
come descritto nel paragrafo precedente. L'ibridiagié stata condotta per 6 ore in agitazione
a4°C.

Lavaggi, interazione con Ab Avidin-HRP e svilupgerminata l'incubazione, la
nitrocellulosa e stata lavata due volte in 10 miladsoluzione di legame, per 10 minuti, in
agitazione, a temperatura ambiente. Quindi & séatlizzato un lavaggio in 20 ml di PBS 1X

per 10 minuti, in agitazione, a temperatura ameieAtquesto punto la nitrocellulosa e stata
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incubata in 7 ml di PBT contenente I'anticorpo AmidHRP diluito 1:700, per 1h : 30 in
agitazione, a temperatura ambiente.

Esequiti quattro lavaggi in 20 ml di PBS 1X. Lauasizzazione delle proteine trasferite
su filtro che hanno interagito con la sonda marcatabiotina € stata realizzata immergendo
la nitrocellulosa in una soluzione costituita da B Tris-HCI pH 6.8, 0,025% #D2 e 0,06%
4-Cl-naftolo in metanolo.

2.27 Analisi mediante spettrometria di massa

2.27.1 Escissione delle bande dal gel di poliacnitamide e digestione triptica

Il protocollo utilizzato segue la procedura desarda Shevchenket al. (1996) a cui
sono state apportate alcune modifiche. Le banddedésse, evidenziate su SDS-PAGE dopo
colorazione con Coomassie, sono state tagliatgelag ridotte in frammenti di 1 nfmTali
frammenti sono stati decolorati mediante trattamesticcessivi con acetonitrile.
Successivamente i campioni proteici sono statiopotti a riduzionein situ dei ponti
disolfuro con DTT 10 mM per 45’ a 56°C. E seguitdchilazione dei gruppi tiolici delle
cisteine sostituendo il DTT con iodoacetammide HuNCQOs. La reazione e stata condotta a
temperatura ambiente, al buio per 30’. Sono sgaiuti i lavaggi in CHCN ed i frammenti
di gel sono stati reidratati in una soluzione disaNBQOs a cui e stata aggiunta tripsina 10
ng/ul: la reazione e stata condotta per un’ora a 4°i@djjul campione é stato incubato tutta la
notte a 37°C, dopo aver aggiunto un ulteriore vauwhnNHHCQOg, fino alla totale copertura
dei pezzetti di gel. | peptidi ottenuti dalla dstjene con tripsina sono stati acidificati con 5%

(v/v) di acido formico prima dell’analisi di spedtnetria di massa.

2.27.2 ldentificazione dei peptidi con RP-nHPLC-ESMS/MS

Le miscele peptidiche sono state separate con ¢ogmadia liquida a fase inversa
mediante I'utilizzo di un Nano HPLC (RP-HPLC) Ulmte (LC-Packings, Dionex, Italia)
provvisto di autocampionatore SWITCHOS e FAMOS. sistema cromatografico e
direttamente interfacciato ad uno spettrometro dissa dotato di sorgente nano-ESI
(electrospray ionization) e di un analizzatoreappola ionica (HTC Plus, Bruker-Daltonik,

Germany). Il sistema cromatografico e lo spettromdi massa, operante come massa tandem
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(MS/MS), sono gestiti da un software che permetdecbppiamento e la gestione della
cromatografia con la spettrometria di massa.

La separazione dei peptidi avviene attraverso whanoa capillare in silice (C-18) ad
un flusso di circa 200 nl/min. | peptidi vengonaigldirettamente nella trappola ionica dello
spettrofotometro. Gli spettri di frammentazioneentiti permettono di ricostruire la sequenza
amminoacidica dei peptidi e da questi e possibigmiificare le proteine d’interesse mediante
ricerca nel database NCBI utilizzando il programmaMASCOT

(http://www.matrixscience.com

2.28 Isolamento del gene tmbR-like, subclonaggid wettore plasmidico

pGEM-T Easy e sequenziamento

Il genetmbR-like,identificato mediante spettrometria di massa eficadite il putativo
regolatore dell’espressione dei ggie € stato isolato dal DNA genomico Bi sp. OX1
mediante una reazione di PCR.

| primers utilizzati per I'amplificazione sono iggenti:

* Nde-Tmb for 5-GGAATTCATATG TGCTGCGGGGCGGATCATCCC-3

= Bam-Tmb rev 5-CGGGATCCCTATCGGCCCGTTGCTTTCACAGA-3

| primers consentono inoltre di introdurre allerestita 5’ e 3’ i siti di restrizione per
Ndd (5-CATATG-3’) e BamH (5-GGATCC-3’), rispettivamente. Le basi preseatmonte
dei siti di restrizione in entrambi i primers sostate introdotte per aumentare I'efficienza di
digestione da parte delle endonucleasi di restrezid.a reazione di PCR é stata realizzata
usando come stampo 75 ng del DNA genomico e leizimmd indicate nel paragrafo 2.9: la
temperatura dinnealingusata per questa coppia di primers e di 69°C.

Il prodotto di amplificazione é stato subclonatd wettore plasmidico pGEM-T Easy
con le modalita gia descritte nel paragrafo 2.10plasmide ricombinante, denominato
pGEM-TmbRIike, é stato sottoposto ad analisi dusega utilizzando i primers universali T7
e SP6.
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CAPITOLO 3

Risultati e discussione

PARTE |

Il lower pathway di Pseudomonas sp. OX1: gli enziddA e HOA

In questa prima parte del lavoro di tesi é stat@iatfata la caratterizzazione biochimica
degli enzimi che catalizzano le ultime due reazidelilower pathwaydi Pseudomonasp.
OX1. Sono I'Aldeide Deidrogenasi (Acetilante) ADA’'Aldolasi HOA. L'elevato grado di
omologia esistente tra le proteine ADA ed HOA RBeudomonasp. OX1 e quelle di
Pseudomonasp. CF600, la cui struttura e funzione sono ndfanjasettyet al, 20083;
Powlowskiet al 1993), permette di ipotizzare che anche gli omiolon Pseudomonasp.
OX1 siano associati a formare un complesso bifura®la cui attivitd genera i prodotti finali
del pathwaycatabolico, Piruvato ed Acetil-CoA. Come descritid®. CF600, la loro stretta
associazione e necessaria per incanalare I'inteamedttivo prodotto da HOA, I'acetaldeide,

verso il sito attivo di ADA dove viene metabolizaad Acetil-CoA.
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3.1 Isolamento dei geni pheF e pheG, subclonaggi@l rvettore
plasmidico pGEM-T Easy e sequenziamento

La conoscenza dell'intera sequenza nucleotidicBogelone phe, clonato nel vettore
cosmidico pFB3411, ha permesso di progettare psisecifici per I'amplificazione dei geni
pheFe pheGcodificanti, rispettivamente, ADA e HOA.

| primers utilizzati nelle amplificazioni, la prodera di PCR e il protocollo di

subclonaggio sono descritti nelle sezioni 2.10 didviali e Metodi.

1 3263

pHOA
l pADA <

5 — oeh 3

Primers utilizzati:

pADA OEH1/HOA1
pHOA HOA3/HOArev

Figura 34: Rappresentazione schematica della procedura dilsabaggio in pGEM-T dei
geni phe amplificati con coppie di primers specific

| plasmidi ricombinanti pADA e pHOA sono stati sessivamente sottoposti a

sequenziamento, come descritto nella sezione 2 Mawtriali e Metodi.
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ZIQAACAAGAAACTGAAAGCGGCGATTATCGGCCCGGGCAACATCGGCACGGACCTGGTG(-50
Z#C¥V¥3ATCI:TGEIHZTCII3AATCIBKTCI#MBC[IEETCTCIBKTCJBTCIIJ:ATCIBACIXZTC¥V§20
%%§]3ACIIXJZTCAA%(JSTGEIIIX]BNSTTCIIIJZTGAA(#KJ:AC[II]JSA(IIHJETCI¥K§80
EE;JZTCITTGEIIIJMJETCIZTCI¥¥J3ACI¥¥3ATCIIJ:ATCIIJZTTCI)XTGEI)K]ZTC[III§40
%jéTCHV¥ZATCIIJ3A(¥V¥:AGEII]:AA(}3TC?V“JSA(KZTG(I}]3TGCH(?XTCIETCI#K]ZTC:00
2&%IJJGGEII}]ZATCIIIIJJETA&H(IIETG(IIIIJHETAA%KJZTCAA(IJKI)MJETCIII?60

361 420
ACCCTGGAAAT GAACGT CAACAT GGT CACCT GT GGT GGCCAGGCCACCATCCCGATGGTC
421 480
GCCGCAEGT AT CGCAECGT GCAGCCGGT GECCTACGECGAGATCGT CGCCACCGT GTCCTCG
481 540
CCCTCCAT CGECCCCEGCACCCGCAAGAACAT CGACGAGT TCACCCGCACCACGECCEEC
541 600

GCCAT CGAGCAGGT CGGCEEEECCAAGGAAGGECAAGGECGAT CATCGT CGT CAACCCGECC

E&iIIIXXXESTGATGATGCGCGACACCATCCACTGTCTC%(II?VVKII?KIIII?KI)K?60
ﬁgéTGIIBATCFMSCIZZATCI}STCI)M:CIIBATC¥¥TCIXJ:G%(}STCI)¥3AA(3TA(13TCIXJ:GII;20
?iiIXEE:TGﬁ#KSAACEIIIXXJSTATTCI¥K1333AA£IIZISTCTCI)NTCTTCﬁJ(I¥¥33TCZ80

781 840
GAGGGCCTGEECGACTACCT GCCCAAGT ACGCCGGCAACCT CGACATCATGACCGECCECC
841 900

GCGCTGCGCACCCGECGAGAT GT TCGCCGAGGAAAT CGCCAGCGECACCATTCAACT GCCA
901 924

CGT CGT GAAGCGGCACTGGECCTAA

Figura 35: Sequenza nucleotidica del gene pheF codificaptezZima ADA
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,IA\L GAATCTGCAAGGCAAGAACGT CACCCT GCACGACATGAGCCT GCGCGACGGCATGCACESO
ECs-I\ICCAAGCGCCACCAGATCAGCCT CGAGCAGATGATCGCGGT CGCCACCGGECCT! CGACGCC120
ESZCICGGCATGCCGCT GATCGAGAT CACCCACGGCGACGGECCT CGECEGT CGCT CGATCAAC180
}F%CGGT TTCCCCGCGCACAGCGACGAGGAATACCT GCGT GCGGT GATCCCGCGCCT! CAAG2 *
2(‘ZLIATGGCCAAC-I\GT ATCCGCCCT GCTGCTGCCGGEGECAT CGGCACGGT CGACCACCT! GAAGATG3 ”
ngGACT GT GGCGT CTCCACCATTCGT GT GGCCACGCAT TGCACCGAGGCCGACGT C360

E))I'6(31CG»°\ACAGCACATCGC-I\CATGT CGCGCAAGCT GGGCGCCGATACCGTCGECTTTCT GATG-4 *
4A%I'1CSGCGCACATG°\TCAGCGCGGAAAAAGT GCTGGAGCAGGCCAGGCTGATGGAAAGCT AC4 ”
Lé%CGCCAACT GCATCTACTGCACCGACT CGECCGGCTACAT GCTGCCCGATGAAGT! CAGC540
:GEGAAGATCG(IZCT GCTGCGCGCCGAGCT GAACCCCGCCACCGAGAT CGGCT TCCACGGCZ::

CACCACAACAT GGGCATGGECCAT CGCCAACT CCCTGECCGCCAT CGAAGCTGECECCTCG
661 720
CGTATCGACGECT CGGT CECCGEECCT CCECECCGGET GCCEECAACACCCCGCTGCGAAGTC
721 780
TTCGTCECGGT GTGCAAGCGCAT GGGCGT GGAAACCGGCATCGACCTCTACAAGATCATG

781 840
GATGT GCCCGAAGACCT CGT CGT GCCAAT GAT GGACCAGCCGAT CCGCGT CGACCGCGAT
841 900

GCGCTGACCCTGEECTATGCCGEEGTGTACAGCTCGT TCCTGTTGT TTGCCCAGCGCECC
901 960
GAGAAGAAAT ACGGECGT GCCGGCCCGCGACAT TCTGGT CGAGCT GEGEECECCECGECACC
961 1020

GTI' CGGT GGCCAGGAAGACAT GAT CGAAGACCT CGCCCTGGATAT GT CCCEEECCCGCCAG
1021 1041

AGCCAGAAGGT GAGCGCATGA

Figura 36: Sequenza nucleotidica del gene pheG codificanteibea HOA
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3.2 Realizzazione del vettore di espressipBT-HOA

Studi relativi all’espressione delle proteine ridmnmanti ADA ed HOA diPseudomonas
sp. CF600 inE. coli e in ceppi diPseudomonasaturalmente privi delle due attivita
enzimatiche, hanno permesso di osservare che lsimasttivita dei due enzimi si ottiene
solo se essi vengono sintetizzati nella stessalaelfAldolasi HOA infatti non € attiva in
assenza della Deidrogenasi ADA, mentre quest’ultimantiene una attivita minima se
prodotta in assenza della sua controparte.

I genipheGe pheFsono stati espressi in uno stesso cepyio doli BL21(DES3).

II gene pheG codificante I'Aldolasi HOA, e stato isolato pefgéestione con le
endonucleasi di restriziondNdd e Ncd e successivamente subclonato nel vettore
d’espressione pET-22b(+), precedentemente digeoitogli stessi enzimi di restrizione (fig.
37), come descritto nella sezione 2.11 di Mateadetodi.

Il plasmide ricombinante cosi ottenuto é stato danato pET-HOA.

Bglll T7 promoter lac operator
AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAAC
Xbal rbs Ndel
AATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAG ATATACATATG AAATAC
pelB leader Ncol
CTGCTGCCGACCGCTGCTGCTGGTCTGCTGCTCCTCGCTGCCCAGCCGATGGCCAT
BamH| EcoR| Sac |
GGATATCGGAATTAATTCGGATCCGAATTCGAGCTCC

Ndel - pheG- Neol
]

f1 origin MCS

ampr PET-22b(+)
5493 bp

lacI

Figura 37: Strategia di clonaggio del gene pheG nel vettdesmressione pET-22b(+)
in corrispondenza dei siti di restrizione Ndel eoNdl costrutto ottenuto prende il nome
di pET-HOA
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3.3 Ingegnerizzazione del plasmide pACYC184 e irzakione del
costrutto pACET-ADA

La coespressione delle proteine ADA ed HOA in umessa cellula diE. coli
BL21(DE3) € possibile soltanto se i geni che cadifio le due proteine sono clonati in vettori
d’espressione appartenenti a diversi gruppi dinmgatibilita. Cio garantisce che entrambi i
plasmidi siano mantenuti stabilmente dalla stes#ala.

Il gene PheG é stato clonato nel vettore d’espressione pET-22b¢he contiene
I'origine di replicazione di pMB1 (un plasmide apigsmente al gruppo di incompatibilita
ColEl). Il vettore di clonaggio pACYC184, contereitibrigine di replicazione p15A, che
permette la coesistenza in cellule con plasmidigteppo ColE1l, & stato ingegnerizzato a
vettore d’espressione in cui e stato clonato ilegereF

Per la realizzazione di questo nuovo costruttoed¢mone del vettore d’espressione pET-
22b(+), comprendenteTI7 Promoteyil Lac operatored i sitiRbse stata amplificata per PCR
utilizzando primers specifici contenenti i siti i@istrizione per le endonucleddcd e Sadl
(sezione 2.12 di Materiali e Metodi). Il prodottoasnplificazione € un frammento di 160 bp:
esso € digerito con gli enzimi di restriziohzd e Sadl quindi subclonato nel vettore
pPACYC184, precedentemente linearizzato con le stesslonucleasi di restrizione. Questo
nuovo vettore d’espressione e stato chiamato pAE@BT38 a,b).

Il gene pheF, codificante I'enzima ADA, é stato isolato dal gi@de pGEM-T per
digestione con le endonucleasi di restrizioNdd e Sadl e subclonato nel vettore
d’espressione pACET, precedentemente digerito dostgssi enzimi di restrizione, come
descritto nella sezione 2.13 di Materiali e Metodi.

Il plasmide ricombinante cosi ottenuto, pACET-ADi#g( 38 c), e stato stabilizzato in

cellule competenti dt. coli DH5«.
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T7 promoter  lac operator RBS
Necol — o SacIl
pACYC184
4245 bp
pACET '
a 3200 bp i
pheF
Ndel SsAI
. ; b
ori
pACET-pheF
4500 bp
Tcr C

Figura 38: Realizzazione del vettore d’espressione pACE®reaggio del gene pheF.
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3.4 Cotrasformazione di cellule BL21(DE3) con iggmidi ricombinanti pET-
HOA e pACET-ADA e screening delle colonie positive

| plasmidi ricombinanti pET-HOA e pACET-ADA sonoasit trasferiti in cellule
competenti dE. coli BL21(DE3), selezionate per I'espressione dellégine ricombinanti.

La selezione delle cellule che hanno acquisitoaemibi i plasmidi e stata fatta tramite
Colony PCR. Tre colonie sono state prelevate da#atra di trasformazione ed usate come
stampo in una reazione di Colony PCR con la copmjpigrimers OEH1 e HOAL per
I'amplificazione del gengheF codificante ADA (fig. 39lanes1, 2 e 3). Delle tre colonie
analizzate solo due hanno acquisito il plasmide pA@DA (fig. 39, lanesl e 2).

Le stesse tre colonie sono state usate come stamgwe tre reazioni di Colony PCR
usando la coppia di primers HOA3 e HOArev che afcpino il genegpheGceodificante HOA.
Anche in questo caso solo due colonie contengoptagmide pET-HOA (fig. 39anes4 e
6).

Da quanto osservato soltanto la colonia 1 risudtatenere entrambi i plasmidi (fig. 39,
lanes 1 e 4). Essa € stata propagata su una nuovaap#lst scopo di verificare se i due
costrutti ricombinanti vengano mantenuti stabilneenglle cellule. I cloni positivi sono stati
identificati tramite Colony PCR, realizzata comealigato nel primoscreening | risultati
ottenuti dimostrano che i costrutti pET-HOA e pAGEDA sono replicati e mantenuti in
modo stabile in una stessa cellulddicoli BL21(DE3) (fig. 40).
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M 1 2 3 4 5 6

pheG 1041 bp
pheF 924 bp

Figure 39: Elettroforesi su gel d’agarosio allo 0,8% per lorsening delle colonie
positive. M) Markers di peso molecolare 1 Kb DNAder; 1) Colonia 1 ADA, 2) Colonia
2 ADA, 3) Colonia 3 ADA, 4) Colonia 1 HOA, 5) Calb@ HOA, 6) Colonia 3 HOA.

pheG 1041 bp
pheF 924 bp

Figura 40: Elettroforesi su gel d’agarosio allo 0,8% per lasening di colonie positive.
M) Markers 1 Kb DNA ladder, 1) Colonia 1 ADA, 2)I@ua 2 ADA, 3) Colonia 3 ADA,
4) Colonia 1 HOA, 5) Colonia 2 HOA, 6) Colonia 3 AO
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3.5 Espressione delle proteine ricombinanti

| plasmidi pET-HOA e pACET-ADA sono stati usati pertrasformare cellule di. coli
BL21(DE3). | ceppi ricombinanti sono poi servitirpkespressione degli enzimi ADA ed
HOA.

Sono state realizzate delle espressioni analitithigzando 10 ml di brodo di coltura
LB. L'espressione delle proteine eterologhe é statibtta con diverse concentrazioni di
IPTG e per tempi diversi in modo da trovare le miglcondizioni per indurre I'espressione
delle proteine d'interesse. Per la prima provamessione una colonia di BL21(DE3) e stata
inoculata in 10 ml di brodo LB, in presenza degitilaiotici ampicillina e tetraciclina, fatta
crescere a 37°C, in un incubatore a piatto orletgmer 16 ore. Il preinoculo e stato poi diluito
1:100 in 40 ml di LB e fatto crescere a 37°C, iita#jone, fino al raggiungimento di una
densita cellulare corrispondente ad ungg@i 0,6. A questo punto e stato prelevato 1 ml di
coltura da analizzare come controllo prima dellinbne mentre al resto della coltura é stato
aggiunto IPTG 0,2 mM e le cellule sono state fatescere per 3 ore a 37 °C, in agitazione.
Dopo il suddetto tempo, dalla coltura & stato paie 1 ml come controllo dopo induzione
mentre il resto della coltura é stato centrifuga@000 rpm, 4°C per 15 minuti per separare il
pellet dal supernatante. Il pellet cellulare é cstasospeso nel tampone di sonicazione e
sottoposto a frazionamento cellulare, come indicetita sezione 2.18 di Materiali e Metodi.
Dopo la sonicazione sono stati prelevati 200 uladghpione da analizzare come controllo
frazionato mentre il resto della sospensione é stahtrifugato a 13500 rpm, 4°C per 20
minuti per separare il supernatante dal pelleutzei.

| campioni prelevati nei vari passaggi sono stafitgéfugati e le frazioni solubili ed
insolubili sono state analizzate su un gel al 15%dliacrilammide mediante SDS-PAGE.
Tutti i pellet sono stati risospesi in una oppoduwuantita di Sample Buffer contenente DTT
e bolliti per 10 minuti. | supernatanti, inveceneostati sottoposti a precipitazione delle
proteine in etanolo quindi il precipitato e statoclaesso risospeso in Sample Buffer
contenente DTT e bollito per 10 minuti. Tutti i gailoni sono stati analizzati mediante SDS-

PAGE (fig. 41).
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Figura 41: Analisi su gel di poliacrilammide al 15% delle peote ADA ed HOA

coespresse da E. coli BL21(DES3) in presenza di IFOIB mM. M) Markers di peso
molecolare Prestained Protein Ladder, 1) Pellet daimpione prima dell’induzione con
IPTG, 2) Supernatante del campione prima dell'indoe con IPTG, 3) Pellet del
campione dopo induzione con IPTG, 4) supernataetecdmpione dopo induzione con
IPTG, 5) Pellet del campione dopo sonicazione, Gpeghatante del campione dopo
sonicazione.

Dall’analisi del gel si deduce che la quantitaRITG utilizzata per indurre I'espressione
di ADA ed HOA ricombinanti non sia stata sufficientnfatti le bande di interesse relative ai
pesi di 32,8 KDa (ADA) e 37,1 KDa (HOA) non soncsibili in nessuno dei campioni
analizzati.

Sono state realizzare altre due prove di induzaore0,4 mM e 0,6 mM di IPTG per 4
e 16 ore. Come prima sono stati prelevati dei campicome controllo delle varie fasi
dell'induzione, che sono stati analizzati trami@SSPAGE. Sono stati preparati due gel di
poliacrilammide: nel primo (fig. 42) sono stati icati i pellets recuperati dalla
centrifugazione di tutti i campioni, mentre nel sedo (fig. 43) sono stati caricati i

supernatanti.
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Figura 42: Analisi su gel di poliacrilammide al 15% dei pelletcuperati dai

controlli dell’'espressione di ADA ed HOA coespresseE. coli BL21(DE3).

M) Markers di peso molecolare Prestained Proteirdder, 1) Campione non
indotto al tempo zero, 2) Campione non indotto &,43) Campione dopo
'induzione con 0,4 mM di IPTG per 4 h, 4) Campialao I'induzione con 0,6
mM di IPTG per 4 h, 5) Campione non indotto a 16)"Campione dopo induzione
con 0,4 mM di IPTG perl6 h, 7) Campione dopo inolzicon 0,6 mM di IPTG

per 16 h.

Figura 43: Analisi su gel di poliacrilammide al 15% dei supatenti recuperati dai
controlli dell’'espressione di ADA ed HOA coespredaeE. coli BL21(DE3)M) Markers
di peso molecolare Prestained Protein Ladder, Bmpione non indotto al tempo zero, 2)
Campione non indotto a 4 h, 3), Campione dopo lizidne con 0,4 mM di IPTG per 4 h,
4) Campione dopo induzione con 0,6 mM di IPTG phy 8) Campione non indotto a 16
h, 6) Campione dopo induzione con 0,4 mM di IPT@ & h, 7) Campione dopo

induzione con 0,6 mM di IPTG per 16 h.
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L’analisi dei gel rivela una scarsa induzione dplleteine d’'interesse che sono prodotte
principalmente in forma insolubile; le due divecsmcentrazioni di IPTG (0,4 mM e 0,6 mM)
ed | due tempi di induzione (4 e 16 ore) mostranafilp di espressione molto simili ai
campioni non indotti, in particolare sembra verespressa in maggiore quantita I'Aldolasi
HOA (37,1 KDa). La scarsa produzione della Deidragpe ADA puo essere dovuta al fatto
che il vettore pACET, da noi realizzato ed in €tato clonato il gengheF, non risponde in
maniera ottimale all'induttore IPTG. Inoltre si panotare, osservando il profilo del campione
non indotto con IPTG ma cresciuto per 16 ore a JTiYC42,lane5), come 'espressione dei
geni d’interesse sia comunque possibile. Questblgmma di espressione basale € molto
frequente in ceppi dt. coliquali BL21(DE3) che non hanno plasmidi come il &y Questo
plasmide, infatti porta il gene che codifica ildima T7,un inibitore naturale della T7 RNA
polimerasi, contribuendo cosi a mantenere silegeni clonati in pET fino a quando non

viene fornito IPTG.

3.6 Realizzazione dei costrutti pET-FG-Nde/B e pEG-Nco/B per
I'espressione delle proteine ADA ed HOA

Per l'insuccesso della strategia adottata preced®nite, € stato deciso di isolare i geni
pheG e pheF dal cosmide pFB3411 in un unico frammento genite sara poi clonato nel
vettore d’espressione pET22b(+). Il plasmide cesilizzato permette la trascrizione delle
cornici aperte di lettura dei geni codificanti ADe&l HOA in un unico mRNA, in modo tale
da garantire la produzione di entrambe le protginembinanti all'interno della stessa
cellula.

Per I'espressione delle proteine ADA e HOA Rli sp. OX1 inE. coli sono stati
realizzati due costrutti plasmidici: nel primo lappia genicapheFG e stata clonata in
corrispondenza dei siti di restrizioméde-Bamdel vettore d’espressione pET-22b(+), nel
secondo in corrispondenza dei $itco-Bamdello stesso vettore. Le proteine espresse da
guesto secondo costrutto presentano a monte deblasequenza aminoacidica un peptide
segnale coinvolto nella loro traslocazione nellazsp periplasmatico. In questo modo si
vuole cercare di aumentare la porzione solubileegebteine espresse facilitando cosi la loro
purificazione; infatti, in base a quanto gia osa&rnelle prove di coespressione precedenti,
la maggior parte delle proteine ricombinanti proeléénde a formare aggregati insolubili noti

come corpi di inclusione.
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| nuovi costrutti cosi ottenuti, pEFG-Nde/B e pETFG-Nco/B, sono stati usati per

trasformare cellule diE. coli BL21(DE3), adatte per l|'espressione delle proteine

ricombinanti.

Ndel

GAATTC

b)

f1 origin MCS

\

pET-F6-Nde/B

Amp" lacI

f1 origin MCS

pET-F6-Nco/B

Amp’ lacI

AGATCTCGATCCCGCGAAAT TAATACGACT CACTATAGGGGAATTGTGAG
CCGATAACAAT TCCCCTCTAGAAATAATTTTGI TTAACTTTAA G
ATATACATATGAAATACCTGCTGCCGACCGCTGECTGCTGGTCTGCTGCTC

CTCGCTGCCCAGCCOEECGAT GECCATGCGATATCGGAATTAATTCGGATCC

T7 promoter Lac operator

rbs

pelB leader

Ncol BamHlI

Ndel pheGF BamHI

Necol pheFG BamHI

Figura 44: a) Multiple cloning site del vettore pET22b(+): sonadicati i siti di
restrizione usati per il clonaggio dei geni pheFk; realizzazione dei due costrutti

pPET-FG-Nde e pET-FG-Nco
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3.7 Espressione dell’enzima bifunzionale

Le cellule diE. coli BL21(DE3), trasformate con i plasmidi ricombinap&T-FG-
Nde/B e pET-FG-Nco/B sono state inoculate in 10dnbrodo di coltura LB contenente
ampicillina e sono state fatte crescere per 16ad&°C, in un incubatore termostato a piatto
orbitante per mantenere la coltura in continua aagihe garantendone la giusta
ossigenazione. Il preinoculo é stato diluito in 30Ddi LB con ampicillina e fatto crescere
fino al raggiungimento di una densita cellularei gaun ORoodi 0,6. Quindi I'espressione
delle proteine ADA ed HOA é stata indotta aggiurdgeralla coltura IPTG 0,5 mM e
lasciandola crescere per ulteriori 3 ore. Le celWilE. coli recuperate dalla centrifugazione
delle colture batteriche indotte sono state risespe un tampone di sonicazione ed incubate
in ghiaccio per 30 minuti. Al termine del raffresidento le cellule sono state lisate mediante
'uso di un sonicatore. Le onde vibrazionali prdadotlal sonicatore colpiscono le cellule
batteriche e causano la rottura del doppio strasfofipidico delle membrane cellulari;
durante la sonicazione, quindi, vengono rilaséragoluzione frammenti di membrana, acidi
nucleici e proteine. Il DNA, che avrebbe potutcenférire con i successivi passaggi, € stato
eliminato mediante un trattamento con &iN|, mentre i corpi d’inclusione, ossia gli
aggregati contenenti parte delle proteine ricomitindenaturate, sono stati recuperati per
centrifugazione. Le frazioni solubile ed insolubslesi ottenute sono state analizzate mediante
SDS-PAGE. Nel gel realizzato con il 12% di polilmnmide sono stati caricati gli estratti
proteici delle due colture cellulari relative afijgessione di ADA ed HOA, mettendo a
confronto i supernatanti ed i pellets ottenuti depatrifugazione (fig. 45).

118



170kDa __
130 kDa ___ -
100 kDa

{

72kDa __

i
r

I
|

55kDa __

40kDa __

HOA 37.1 kDa
— - E— :’:
e ADA 32.8 kDa

(
0

33 kDa__

Figura 45: Analisi su gel di poliacrilammide al 12% dell’'espstone dell’enzima
bifunzionale ADA-HOAM) Markers di peso molecolare Prestained Proteinlder;

1), 2), 3) Overespressione dei geni pheFG da H.RBb21(DE3) esprimenti il plasmide
PET-FG-Nde, rispettivamente 5 pg e 10 ug del swgtante e il pellet in quantita pari ad
un ODspo di 0,02; 4), 5), 6) Overespressione dei geni phefGE. coli BL21(DE3)
esprimenti il plasmide pET-FG-Nco, rispettivamehtglg e 10 pug del supernatante e il
pellet in quantita pari ad un Odgydi 0,02.

L’analisi del gel mette in evidenza che le proteitiateresse, la Deidrogenasi ADA di
32,8 kDa e I'Aldolasi HOA di 37,1 kDa, precipitaabbondantemente nei corpi d’'inclusione
sebbene una notevole quantita sia presente neknsipete a rappresentare la porzione
solubile liberata con la sonicazione. Inoltre lagenza del peptide segnale a monte di ADA
ed HOA, espresse dal plasmide pET-FG-Nco/B, notaad aumentare la porzione solubile
delle proteine anzi, sembra che interferisca cespfessione della deidrogenasi ADA: sia nel
supernatante che nel pellet si pud osservare ute prevalenza della aldolasi HOA (fig. 45,
lanes4, 5 e 6).

Per quanto riguarda le proteine ADA ed HOA esprekdeplasmide pET-FG-Nde/B,
sono entrambe presenti nel supernatante mentpehet € maggiormente rappresentata ADA
(fig. 45,lanesl, 2 e 3)
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3.8 Purificazione dei corpi d’'inclusione e rinatazione delle proteine

ricombinanti

Le proteine ADA ed HOA espresse B coli si trovano principalmente in forma
inattiva in aggregati insolubili noti come corpi tliclusione. E stato messo a punto un
protocollo che prevede la loro solubilizzazioneiraturazione (sezione 2.17 di Materiali e
Metodi). Il processo prevede che i corpi di inatueg, formatesi dopo la sonicazione, siano
risospesi in un tampone sodio fosfato a pH 7.5¢cesgivamente lavati in J@ ed infine
trattati con urea, un agente caotropico che peentefficace solubilizzazione delle proteine
legate alle membrane e di quelle associate aspatiéinte ai corpi d’inclusione. Dal
campione in urea € stato poi recuperato per caega#ione il supernatante, contenente le
proteine solubilizzate. Questo campione proteistaé sottoposto a passaggi di dialisi contro
un tampone di rinaturazione composto da MOPS 100aH 7,5, MgCGl 0,5 mM, MnC}

0,5 mM, DTT 1 mM e glicerolo 10% (v/v) e successiemte contro un tampone di sodio
fosfato 50 mM a pH 7,5 e glicerolo 10% (v/v). L'disa elettroforetica di aliquote dei
campioni prelevate ai vari passaggi del process@uiificazione e rinaturazione sono
mostrate nelle figure 35 a, b.

L’elevata concentrazione di urea utilizzata (8 M) ¢onsentito la solubilizzazione di
una buona parte delle proteine d’interesse anchenaecerta quantita del campione risulta
comunque insolubile. In particolare, I'analisi sel gli poliacrilammide evidenzia che dai
corpi d’inclusione derivanti dall’espressione déagmide pET-FG-Nco/B, buona parte di
HOA (37,1 kDa) viene solubilizzata dal trattameron urea mentre ADA (32,8 kDa)
permane nello stato insolubile (fig. 48ane6; 46 b,lane §.

Le proteine ADA ed HOA espresse a partire dal pldesnpET-FG-Nde/B vengono
solubilizzate dall'urea nella stessa percentuale, mmangono in abbondanza i forma
insolubile nei corpi di inclusione (fig. 46 lane 7).

La fase successiva prevede una caratterizzaziamaohale delle proteine di nostro
interesse attraverso la realizzazione di saggitilita enzimatica condotti sia sulla frazione
solubile recuperata dopo sonicazione che sulleepr@tsolubilizzate e rinaturate dai corpi

d’inclusione.
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Figure 46: Analisi su gel di poliacrilammide al 15% dei cammpigrelevati alle varie
tappe del processo di purificazione dei corpi diustone.

M) Markers di peso molecolare Prestained Proteinlder

1, 3, 5 e 7) Campioni da BL21(DE3) esprimenti #grhide pET-FG-Nde/B

2, 4, 6 e 8) Campioni da BL21(DE3) esprimenti dgphide pET-FG-Nco/B.

a: 1, 2) Supernatante recuperato dopo risospensia@hgellet cellulare in tampone sodio
fosfato pH 7,5

3, 4) Supernatante relativo al lavaggio in®

5, 6) Proteine solubilizzate dopo trattamento cozau8M.

b: 7, 8) Proteine non solubilizzate dopo trattamesda urea 8M
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3.9 Saggi di attivita enzimatica per testare ligita della deidrogenasi
ADA

Gli enzimi ADA ed HOA si associano a formare un @desso grazie al quale
I'acetaldeide, prodotta dall’'aldolasi HOA e tossipar la cellula, viene direttamente
incanalata verso il sito attivo della deidrogen&BIA. Studi di attivita enzimatica condotti
sulle proteine omologhe #iseudomonasp. CF600, chiariscono che i due enzimi sono attivi
soltanto se associati a formare un complesso hdoale. In particolare sembra che HOA
possa svolgere la sua attivita enzimatica solcoseptessata ad ADA, mentre bassi livelli di
attivita possono essere registrati anche se ADAeviespressa in assenza della sua
controparte.

A causa della difficolta legata alla sintesi dédstwato di HOA, necessario per lo studio
della sua attivita e per investigare la possibdigachannelingtra i due enzimi, durante questo
lavoro di tesi I'attenzione é stata concentratdABA ed in particolare sulla messa a punto di
condizioni che permettano di saggiare la sua #t&ipartire da un campione proteico molto
complesso quale un estratto totale Elacoli ricombinante. L'uso di enzimi non purificati
rende particolarmente difficile stabilire quali rstale quantita ottimali di estratto proteico e
dei cofattori da usare nel saggio.

Sono stati realizzati una serie di saggi che hgermesso una prima valutazione della
Km per 'acetaldeide che si puo definapprossimativalato che non sono stati condotti saggi
sull’enzima purificato ma sull’estratto proteicotale di un ceppo dE. coli esprimente
I'enzima d’interesse.

Risulta chiaro che, in assenza di test relativiHflA, questi dati non permettono di
dimostrare il corretto assemblaggio e funzionamelgiocomplesso enzimatico bifunzionale
ADA-HOA ricombinante.

Studi condotti sulle proteine omologhekli coli K12, hanno messo in evidenza che la
deidrogenasi ADA (MphF) funziona come una proteihaperonper il correttofolding della
aldolasi HOA (MphE). Sembra che I'espressione dellee proteine sia unita ad un
meccanismo che previene un eccesso di produzioMpldE, che non puo assumere la sua
conformazione nativa in assenza di MphF.

Quanto riportato per le proteine MphF e MphEHIicoli K12 ed il valore di Km
registrato nei nostri saggi, molto simile alla Keer facetaldeide trovata per ADwilde-type
di PseudomonasCF600, puo far ipotizzare che l'aldolasi HOA sieegente nei nostri
campioni e possa formare un complesso con ADA auraimente attivo. Se cosi non fosse

avremmo probabilmente riportato per ADA un’attivéazimatica molto piu bassa, indice
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dell’assenza o dell'inattivita di HOA.

Prove di attivita enzimatica sono state eseguéessi campioni proteici derivanti dalla
purificazione dei corpi dinclusione sia sui supdanti recuperati subito dopo |l
frazionamento delle cellule che esprimono i costoain e senza il peptide segnale.

E stata registrata una scarsa attivita enzimat&aer le proteine rinaturate dai corpi
d’inclusione che per quelle presenti nel superriataalative al campione da BL21(DES3)
esprimente il plasmide pET-FG-Nco/B, mentre unanauattivita della deidrogenasi ADA e
stata riscontrata nel supernatante del campionBL@4 (DE3) esprimente il plasmide pET-
FG-Nde/B: si e allora scelto di utilizzare quegtiub campione per I'esecuzione di una serie
di saggi di attivita enzimatica volti a determindgecostanti cinetiche, & Vimax, di ADA. Le
reazioni sono state monitorate a 340 nm misuraadpéantita di NADH che si produce dalla
riduzione del NAD e che equivale alla quantita di substrato che ifeazconsuma. In questi
saggi sono state mantenute costanti le concentiadi@NAD" e CoA ed ¢ stata variata la
concentrazione del substrato acetaldeide. | valbriassorbanza/minutoAAss/minuto),
ottenuti dalle varie prove, sono stati convertitipiM/minuto usando la relazione indicata
nella sezione 2.19.2 di Materiali e Metodi ed ii ddtenuti sono stati riportain un grafico,
mostrato in figura 47¢che descrive un’iperbole equilatera secondo I'emuneezdi Michaelis-
Menten.

Poiché I'equazione suddetta per il calcolo dellstaoti cinetiche, I € Vimax non
fornisce valori precisi per alte concentrazionsdbstrato, si e fatto uso di una trasformazione
lineare dell’equazione di Michaelis-Menten, definidall’'equazione di Hanes. E stato cosi
costruito il grafico mostrato in figura 48 che @ permesso di definire unaykdi ADA per
I’Acetaldeide pari a 37.6 mM, per intersezione a@edtta con I'asse delle ascisse, ed upa Vv
pari a 21.15 pM/minuto, ottenuta sapendo che Fogita con I'asse delle ordinate, che vale
1.78, e pari a kyV max-

Sono in corso ulteriori saggi per la determinazioleia Ky dell’enzima in relazione ai
cofattori NAD" e CoA, allo scopo di definire con precisione il matismo cinetico della

deidrogenasi.
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Figura 47: Curva di Michaelis-Menten. Effetto della concentoaez del substrato
Acetaldeide sulla velocita iniziale della reaziorstalizzata da ADALa curva é stata

ottenuta eseguendo saggi con 1L,2pdi estratto proteico totale, 1,425 mM gNAD",
0,5 mM di Coenzima A (CoA), 50 mM di sodio fosfatdfer a pH 7,5 e con

concentrazioni crescenti di acetaldeide compreae3mM e 350 mM.
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Figura 48: Grafico lineare di Hanes per il calcolo dei paratn cinetici Ky € Vhnax
della Deidrogenasi ADA rispetto al substrato aceéadle.ll grafico e stato realizzato
con i dati precedentemente utilizzati per la coatvne della curva di Michaelis-
Menten.

X intercetta quando Y=0: -37,6 questo valoremistie la Km

Y intercetta quando X=0 : 1,78 questo valore cspande a Km/Vmax
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PARTE Il

L’'operone xyl-like di Pseudomonas sp. OXg&rpl catabolismo di

m- e p-xilene

Pseudomonasp. OX1 non e capace di utilizzare e p-xilene come fonte di carbonio
ed energia. A partire da questi due isomeri dellene, le monoossigenasi ToMO e PH
catalizzano la progressiva ossidazione dellanedlmmatico per dare 3,5- e 3,6-
dimetilcatecoli che non vengono metabolizzati d&30 risultando tossici per la cellula.
CiononostantePseudomonasp. OX1 conserva nel suo cromosoma i geni pertabcdismo
di m e p-xilene omologhi ai genxyl del plasmide TOL dPseudomonas putidant-2, un
ceppo che normalmente utilizza questi composti camigstrati di crescita. In ambienti
contaminati dai due isomeri dello xilene sono gtadlati mutanti spontanei diseudomonas
sp. OX1 in grado di attaccare tali composti ma anxilene: il catabolismo procede
mediante il TOLpathwayattraverso la progressiva ossidazione del grupgilioo che porta
a metilcatecoli non letaliSi ritiene che i genkyl-like di Pseudomonasp. OX1 siano stati
acquisiti in seguito a trasferimento di un traspaeseatabolico: nel ceppwild-type tale
operone € inattivato da una sequenza di inseraimpedendo la crescita su- e p-xilene.
Sono stati isolati mutanti spontanei in cui la seqa di inserzione traspone nel locus
codificante ToMO bloccando I'utilizzo delb-xilene permettendo invece la crescitansue

p-xilene (Bologneset al.,1999).
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3.10 Isolamento dei geni xyl-likeQK, subclonagginel vettore

plasmidico pGEM-T Easy e sequenziamento

Nel laboratorio in cui ho svolto il mio dottoratoriterca, la caratterizzazione genetica
dell'operonexyl-like di Pseudomonasp. OX1, codificante gli enzimi omologhi a quelli
coinvolti nelle reazioni delower-meta pathwayli Pseudomonagutida mt-2, era gia stata
intrapresa. In particolare, sono stati isolati timi due geni delpathway catabolico,xyl-
likeHI, codificanti la decarbossilasi 40D e l'isomerasi 4€dinvolte nelloxalocrotonato
branch(fig.12, pag. 24 Introduzione).

La sequenza dei geryl-likeHI € stata allineata a quella dei gghieHI noti: € stato
cosi individuato il 94% di identitd di sequenzaatelamente ai geni codificanti la
decarbossilasi 40D e I'83% di identita tra i geadificanti 'isomerasi4Ol. L’allineamento
ha messo in evidenza una regione di minore sirditieelal 5’ dei genphel e xyl-likel: sulla
base della sequenza di questa regione € statotfaimgen primer reverse per amplificare la
coppia genicayl-likeQK codificante gli enzimi ADA ed HOA. Il primer cogirogettato e
stato chiamato g4ODrev: esso e stato utilizzatiemns al primer forward OEH1, gia a nostra
disposizione per il sequenziamento dei gdrg per amplificare il frammento comprendente i
genixyl-likeQKdal DNA genomico dP. sp. OX1 (sezione 2.15 di Materiali e Metodi).

Per essere certi che il primer g4ODrev amplificagsecificamente solo i gewyl-like
di interessesono state realizzate delle reazioni di PCR a ootdr utilizzando sia il DNA
genomico diP. sp. OX1 che il cosmide pFB3411 come stampo. Lppieodi primers
OEH1/g40Drev, usata per isolare i geyi-likeQK,produce I'amplificato d’'interesse soltanto
quando il DNA genomico e usato come stampo; invet@resenza del cosmide pFB3411
non viene prodotto 'amplificato d’interesse. Lapp@ di primers OEH1/HOArev, usati per
l'isolamento dei genpheFG,produce lo stesso amplificato sia dal DNA genonthe dal
cosmide pFB3411. Poiché nel cosmide pFB3411 € woatdelintero operonephe la
mancanza dell’amplificato che si osserva usandomgrs OEH1/g40Drev fa ritenere che
essi permettano di isolare specificatamente dal @¥Aomico i genkyl-likeQK e non gli
omologhipheFG(fig. 49).
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Figura 49: PCR per verificare la specificita del primer g4ODbre

1) Markers 1kb DNA ladder; la coppia OEH1/HOArev ldastesso amplificato su pFB3411
(2) e su DNA genomico (3); la coppia OEH1/g40Drew mla I'amplificato di interesse su
pFB3411 (4) ma solo su DNA genomico (5).

Il prodotto di amplificazione ottenuto dal DNA genimo usando la coppia di primers
OEH1/g40Drev e stato subclonato nel vettore plammidGEM-T Easy (fig. 50).

Il plasmide ricombinante ottenuto, denominato p@Kstato sottoposto ad analisi di
sequenza utilizzando i primers universali T7 e $R6 hanno consentito di identificare, Il
primo, 331 bp al 3’ del genkog il secondo 307 bp al 5’ del geea Il primer ADAL,
utilizzato per il sequenziamento dell’opergrteeclonato nel cosmide, € interno alla sequenza
ottenuta con il primer SP6: esso ha permesso dnéste la lettura in direzione 53’ per
538 bp, mentre il primer ADA2 ha consentito un’'esiene di 524 bp arrivando ad
individuare il codone di stop dida, completandone la sequenza, e 'ATGhdia Il primer
HOAfor ha permesso di leggere 257 basi, estendendequenza del getmain direzione
5 -3. Il primer HOAfor2, infine, ha consentito di agggere altri 218 nucleotidi
sovrapponendoci cosi alla sequenza ottenuta cqniriler T7. In questo modo é stata
completata la sequenza del frammento clonato meinube pQK, per un totale di 1977 bp
(fig. 51).
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PQK

5| oeh ada 3

Primers utilizzati:

OEH1/g40ODrev

Figura 50. Rappresentazione schematica del subclonaggio dei geni xyl-likeQK di P. sp. OXI
in pGEM-T Easy.
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/]&L GAGCAAGAAACT GAAAGCGGCGAT TATCGECCCGEGECAACAT CGECACGGACCT GGT G6 °
2':::GAAGATGCT GCGCTCCGAATGGATCGAGCCGGT CTGGATGGT CGGCATCGACCCCAAé 20
E:%%IEATGGCIZT CAAGCGCGCCCGCGAGT TCGGECCT GAAGACCACCGCCGAAGECGT CGACl %0
égéCT GCTGCCGCACGT GCTCGACGACGACAT CCGCATCGCCT TCGATGCCACCT CCGCC2 0
%i':::GT ACAT GCCGAGAACAGCCGCAAGCT CAACGAGCT GEBGECGT GCTGATGGT CGACCT! G3 o0
igéCCGGCCGCCATCGGCCCGT ACT GCGT GCCGCCGGET AAACCT CAAGCAGCACGT! CGGC3 *
igg-BCTGGAAATGAACIST CAACATGGT CACCT GT GGT GGCCAGGCCACCAT CCCGATGGT C4 20
éééGCGGTATCGCGCGT GCAGCCGGT GECCTACGGECGAGATCGTCGCCACCGTGTCCT CG4 %0
%T@ATWAMAAGAACATCBACBAGT TCAC3(3(ZGCACZCACGGCCGGC5 0
gé(]iATCGAGCAGGT CGGCGGEEECCAAGGAAGGCAAGGCGATCATCGT CGT CAACCCGGC(;5 o0
gg&mT GATGATGCGCGACACCATCCACTGTCT GACIIEAAACIIEAG(IZGGACIZAGG o0
gi':::GCGATCACCGCATCGGT CCACGCGATGATCGCCGAGGT GCAGAAGTACGT GCCCGGC7 20
'T'/ZA%ZCGGCT GAAGAAT GGECCCGGTAT TCGACGECAACCGCGT CTCGATCTTCATGGAGGT C7 %0
éiéGGCCT GGGECGACTACCT GCCCAAGT ACGCCGGCAACCT CGACATCATGACCGCCGCC8 0
%MACIIHBAGATGT TCGCCGAGGAAAT CGCCAGCGGCACCATTCAACT! GCCAQOO
9COG':::CGT GAAGCGECACT GECCTAAAGGAGT CGCGCCAT GAAT CTGCAAGECAAGAACGT C9 o0
,?-\g%ZCTGCA(IEACATGA(I)CT GCGCGACGGCAT GCACGCCAAGCGCCACCAGAT CAGCCT! Cl 020
ég(Z;%GATGATCGCGST CGCCACCGGECCT CGACGCCGCCGECAT GCCCELT! GATCGAGATCl 080
,]’:\%mm CGGCGGTCGCTCGATCAACTACGGT TTCCC(II)GCACA(I)GAC:[ 1o
&&AATACCT GCGT GCGGT GAT CCCGCGCCT CAAGCAGGECCAAGGTAT CCGCCCTGCT G:;l 200
g?IlIMATMA(HBT(BA(EAmTGAAG}T(HRT(BAUGTmU(fACSZGO
;]&'%"?'(JiGT GTGGCCACGCAT TGCACCGAGGCCGACGT CTCCGAACAGCACAT CGGCATGT! CC} 520
%AGCT GGGCGCCGATACCGTCGECTTTCT GATGATGCI)GCACATGATCA(I)GCGGAA:[ %50
,]’:\iiéT GCTCGAACAGGCCAGGECT GATGGAAAGCTACGECGCCAACTGCATCTACT GCACCl o
éié%m ACATGCT GCCCGAT GAGGT CAGCGAGAAGATCGECCTGCT GCGCGCCl °00
éigéTGAA(IIIHZCA(IIEAGAT(IIIZT TCCA(ISCI)CACCACAACATGGGCAT(ISCCATC:L °00
%AUC@TWTC@A&TG}Z@CTC@GTATC@C@TC%TC@CGI%GZO
g?%HHIHETMAACAMTMGTUT(BTmGT(ﬁAAMAT(;GBO
(].;:(63(833.3T GGAAACCGGCATCGACCT CTACAAGAT CATGGAT GTGGCCGAAGACAT CGTCGT! G:;l e
%TGATGGACCA(I)CGATTCCIIBT CGACCGCGAT GCGCTGACCCT GECCT. AT(I)CGGGl 500
é'lg' g;I.'AOAGCT CGTTCCTGI TGI TTGCCCAGCGCGCCGAGAAGAAATACGGECGT! ACCGGCCl o0
%Z?SS%EACATTCT GGT CGAGCT GEECCGECCECEECACCGT CGGT G(I)CAGGAAGACATGATCl o0
1921 1977
GAAGACCTCGCCCTGGATAT GT CCCGGEECCCGCCAGAACCAGAAGGT GAGCGCATGA

Figura 51. Sequenza nucleotidica dei geni xyl-likeQK, codific gli enzimi
ADA (in celeste) e HOA (in fucsia). Sottolineatsiii di inizio e fine della
trascrizione.
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3.11 Studi di omologia

Un’analisi piu approfondita delle sequenze dei gpheFG e xyl-likeQKe stata
realizzata mediante l'uso di programmi disponiliili internet. In particolare si € voluta
verificare la percentuale nell'identita di sequeesstente tra i geni studiati Bseudomonas
sp.OX1 e i geni omologhi da specie diversd’deudomonas.

Gli allineamenti tra due o piu sequenze sono stalizzati con I'ausilio di programmi

quali:

> Gene Stream Align

disponibile all'indirizzo internet http://xylian.igh.cnrs.fr/

> Clustal W

disponibile all'indirizzo internet http://www.expasy.org

Gli allineamenti sono stati ottimizzati automatiente mediante l'introduzione di
“gaps” nelle sequenze: sono state messe in evidenza, leosgioni in cui la sequenza
nucleotidica € maggiormente conservata e queltaiire basi differiscono tra le varie specie
analizzate.

In particolare, I'allineamento tra la sequenza geni xyl-likeQK con i genipheFG
corrispondenti mostra il 99% di identita sia fregeéni codificanti ADA che fra i geni
codificanti HOA

Inoltre e stato ricercato il livello di identitd dequenza tra i geiphe e xyl-like con i
geni corrispondenti da altre speciePdieudomonasa cui: Pseudomonasp. CF600 (operone
dmp per il catabolismo del fenolo/dimetilfenolo nebpinide pVI150)Pseudomonas putida
mt-2 (operonexyl per il catabolismo dim- e p-xilene nel plasmide TOL pWWO),
Pseudomonas putiddS1 (operonexyl per il catabolismo din- e p-xilene nel plasmide TOL
pDK1), Pseudomonasp. S-47 (operonexyl per la degradazione del 4-clorobenzoato) e
Pseudomonas stutzekN10 (operonenahper il catabolismo del naftalene) (Tab. 3).
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CF600 mt-2 HS1 S-47 OX1 OXx1 CF600 mt-2 HS1 S-47 OX1 Ox1
ada dmp-ike  xyiike hoa dmp-like  xyldike

AN10 66 64 66 99 97 98 ANI10 65 62 63

96 98 98
ox1 67 64 66 97 ox1 65 62 63 96

xy-like xyl-ike
oX1 66 64 66 97 Oox1 64 62 63 96
dmp-Fke dimp-like
S-47 66 64 66 S-47 64 63 63

Hs1 86 91 Hs1 80 92

mt-2 85 mt-2 81

Tabella 3.Le tabelle di identita nucleotidica: indicano lempgentuali di identita fra le
sequenze dei geni ada ed hoa da specie diversgedid®monas. In rosso sono cerchiati
i valori che indicano 'omologia tra i geni phe glxtike di P. sp. OX1.

La traduzione delle sequenze dei gemi-likeQK & stata effettuata utilizzando il

programmarlraslatedisponibile al sito interndtttp://www.expasy.orgAllo stesso indirizzo

internet, il programm®&rotParamha permesso 'analisi della struttura primaridedptoteine
ADA ed HOA, definendo caratteristiche chimico-fiseccome pl, coefficiente di estinzione
molare...

L’analisi della sequenza nucleotidica del gemklikeQ, codificante ADA, rivela una
ORF che codifica per una putativa proteina di 3@m@oacidi, con un peso molecolare di
32,9 KDa ed un teorico pl di 5,25. L'analisi eftefta sulla sequenza del gexgd-likeK,
codificante HOA rivela una ORFKi 346 residui amminoacidici, con un peso mole@lair
37,1 KDa ed un teorico pl di 5,54. (Fig. 52).
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Figura 52: Putativa sequenza amminoacidica delle proteine ADMOA xyl-like da P. sp. OX1.

Come fatto precedentemente per le sequenze nutitdmj € stato interessante

procedere all'allineamento delle sequenze ammiddazw relative alle proteine ADA e HOA

xyl-like. Le percentuali di identita delle sequena®teiche sono riportate nelle tabelle in

figura 53.
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SeqgA Nane Len(aa) SeqB Nane Len(aa) Score

1 CF600 312 2 pWAD 312 89
1 CF600 312 3 pDK1 312 89
1 CF600 312 4 sp. S-47 307 58
1 CF600 312 5 AN10 307 58
1 CF600 312 6 ADApheOX1 307 58
1 CF600 312 7 ADAxyl - 1i keOX1 307 58
2 pWAD 312 3 pDK1 312 95
2 pWAD 312 4 sp. S-47 307 58
2 pWAD 312 5 AN10 307 58
2 pWAD 312 6 ADApheOX1 307 58
2 pWAD 312 7 ADAxyl -1i keOX1 307 58
3 pDK1 312 4 sp. S-47 307 58
3 pDK1 312 5 AN10 307 58
3 pDK1 312 6 ADApheOX1 307 58
3 pDK1 312 7 ADAxyl -1i keOX1 307 58
4 sp. S-47 307 5 AN10 307 99
4 sp. S-47 307 6 ADApheOX1 307 99
4 sp. S-47 307 7 ADAxyl -1i keOX1 307 98
5 AN10 307 6 ADApheOX1 307 99
5 AN10 307 7 ADAxyl -1i keOX1 307 99
6 ADAphe OX1 307 7 ADAxyl -1i keOX1 307 99
SeqgA Nane Len(aa) SeqB Nane Len(aa) Score
1 CF600 345 2 pWAD 345 87
1 CF600 345 3 pDK1 348 83
1 CF600 345 4 sp. S-47 346 53
1 CF600 345 5 AN10 346 53
1 CF600 345 6 HOAphe OX1 346 53
1 CF600 345 7 HOAxyl - | i keOX1 346 53
2 pWAD 345 3 pDK1 348 92
2 pWAD 345 4 sp. S-47 346 55
2 pWAD 345 5 AN10 346 55
2 pWAD 345 6 HOApheOX1 346 55
2 pWAD 345 7 HOAxyl -1 i keOX1 346 55
3 pDK1 348 4 sp. S-47 346 52
3 pDK1 348 5 AN10 346 52
3 pDK1 348 6 HOApheOX1 346 52
3 pDK1 348 7 HOAxyl -1i keOX1 346 52
4 sp. S-47 346 5 AN10 346 99
4 sp. S-47 346 6 HOAphe OX1 346 99
4 sp. S-47 346 7 HOAxyl -1 i keOX1 346 99
5 AN10 346 6 HOAphe OX1 346 99
5 AN10 346 7 HOAxyl -1i keOX1 346 99
6 HOApheOX1 346 7 HOAxyl -1 i keOX1 346 99

Figura 53: Identita di sequenza amminoacidica (%) delle priteADA e HOA.
In rosso le percentuali di identita delle proteidA®A ed HOA di P. sp. OX1 e di P. sp.
CF600.
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Il maggiore livello di similitudine si nota tra Eequenze proteiche di ADA ed HOA di
P.sp. OX1 e le proteine omologheRli stutzeriAN10 (99%) eP. sp. S-47 (99%).

Una minore ma significativa identita di sequenzaesente tra le proteine ADA e HOA
di P.sp. OX1 e le omologhe @. sp. CF600 (in rosso nelle tabelle in figura M)ui € nota
la struttura tridimensionale determinata mediamigtailografia ai raggi X (Manjasettgt al.
2003).

3.12 “Modeling” molecolare

La struttura tridimensionale dell’enzima bifunzitem#®eidrogenasi/Aldolasi (DmpFG)
di Pseudomonasp. CF600 determinata mediante cristallografia ai raggidisponibile in
internet nella banca dati PDB (Code n. 1INVM), dast#tilizzata come stampo per costruire
un modello dell’enzima ADA-HOA xyl-like dP. sp. OX1.

Un preliminare allineamento delle sequenze ammidode tra le proteine ADA e
HOA e le proteine omologhe cristallizzate & sp. CF600, ha messo in evidenza
rispettivamente un’identita del 58% e del 53% tdée consentire uno studio diomolgy
modeling(fig. 53) (Caruscet al.,non pubblicato).

L’enzima bifunzionale DmpFG catalizza gli stepsafirdel meta cleavage pathwaer
la degradazione dei (metil)-fenoli iR. sp. CF600 La 4-ldrossi-2-Chetovalerato Aldolasi
(HOA), prodotto del genelmpG e I'Acetaldeide Deidrogenasi (ADA) codificata dgne
dmpF, convertono il 4-idrossi-2-chetovalerato in piruwvaed acetil-CoA attraverso
I'intermedio acetaldeide. Studi di accessibilita sielvente hanno rivelato la presenza di un
canale che collega i siti attivi di DmpG e DmpFekidui amminoacidici che delimitano
questo tunnel sono principalmente idrofobici e moean ambiente non reattivo attraverso il
guale I'acetaldeide passa direttamente tra i gitii@ei due enzimi.

L’enzima bifunzionale ADA/HOA si presenta, in fornadétiva, come un tetrametro di
140 kDa costituito da due eterodimeri DmpFG. Irtipalare, due tetrameri si assemblano a
formare l'unita asimmetrica del cristallo ortororodi Quindi otto catene polipeptidiche (A-
H) sono presenti nell’'unita asimmetrica del cristale catene ACEG e BDFH rappresentano
rispettivamente i protomeri DmpG e DmpF.

Le subunita DmpG di ogni eterodimero formano ilecdell’enzima, mentre le subunita

DmpF sono localizzate all'estremita della strutti@taamerica (fig. 54).
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Figura 54: Organizzazione tetramerica dell’enzima bifunzienempFG di P. spCF600.
Gli eterodimeri DmpG sono indicati in verde e iralgp. Gli eterodimeri DmpF, localizzati
all'estremita della struttura tetramerica sono igdii in rosso e in blu.

Lo studio dihomology modeling iniziato allineando le sequenze amminoacidiche
dedotte per le proteine ADA ed HOA xyl-like condequenze delle catene polipeptidiche
omologhe diP. CF600.

Gli allineamenti sono stati ottimizzati automaticarte mediante lintroduzione di
“gaps” nelle sequenze: sono state messe in evidenza, leoggioni in cui la sequenza

nucleotidica € maggiormente conservata e quelbeiite basi differiscono (fig. 55 a,b).
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Cat. H - - - LKVAI | GSGNI GTDLM KVLRNAKYLEMGAMW/G DAASDGLARAQRMGVTTTYAGV 57
Cat. F - - - KLKVAI | GSGNI GTDLM KVLRNAKYLEMGAMG DAASDALARAQRMGVTTTYAGV 57
Cat.D - - QKLKVAI | GSGNI GTDLM KVLRNAKYLEMGAMVG DAASDGELARAQRMGVTTTYAGV 58
Cat.B IMNQKLKVAI | GSGNI GTDLM KVLRNAKYLEMGAMWG DAASDGLARAQRMGVTTTYAGY 60
ADAxy!l - 11 keOX1 MBKKLKAAI | GPGNI GT DLVI\/KI\/LR- SEW EPVV\M/G DPNSDG_KRAREFG_KTTAEG/ 59
Cat. H EGLI KLPEFADI DFVFDATSASAHVQNEALLRQAKPG RLI DLTPAAI GPYCVPWNLEE 117
Cat. F EGLI KLPEFADI DFVFDATSASAHVQNEALLRQAKPG RLI DLTPAAI GPYCVPWNLEE 117
Cat.D EGLI KLPEFADI DFVFDATSASAHVONEAL LRQAKPG RLI DLTPAAI GPYCVPVVNLEE 118
Cat.B EGLI KLPEFADI DFVFDATSASAHVONEAL LRQAKPG RLI DLTPAAI GPYCVPVVNLEE 120
ADAxy!l - 11 keOX1 DG_LPH\/LDDDI RI AFDATSAYVHAENSRKLN- ELC—NLM/DLTPAAI GPYCVPPVNLKQ 117
. * % :'****** '*':*' . : ' ::************* * Kk Kk - T
Cat. H HLG - KLNVNWTCGGQATI PWAAVSRVAKVHYAEI VASI SSKSAGPGTRANI DEFTET 175
Cat. F HLG - KLNVNWTCGGQATI PWAAVSRVAKVHYAEI VASI SSKSAGPGTRANI DEFTET 175
Cat.D HLG- - KLNVNWTCGGQATI PMWAAVSRVAKVHYAEI VASI SSKSAGPGTRANI DEFTET 176
Cat.B HLG- - KLNVNWTCGGQATI PMVAAVSRVAKVHYAEI VASI SSKSAGPGTRANI DEFTET 178
ADAxyl - | i keOX1 H\/GT LEMNVNWTCGGQATI PM/AAVSR\/Q:’VAY(EI VATVSSRSI GPGTRKNI DEFTRT 177
Cat. H TSKAI EVI GGAAKGKAI | | MNPAEPPLI MRDTVYVLSAA- ADQAAVAASVAEMVQAVQAY 234
Cat. F TSKAI EVI GGAAKCGKAI | | MNPAEPPLI MRDTVYVLSAA- ADQAAVAASVAEMVQAVQAY 234
Cat.D TSKAI EVI GGAAKGKAI | | MNPAEPPLI MRDTVYVLSAA- ADQAAVAASVAEMVQAVQAY 235
Cat.B TSKAI EVI GGAAKGKAI | | MNPAEPPLI MRDTVYVLSAA- ADQAAVAASVAEMVQAVQAY 237
ADAxy!l - 11 keOX1 TAGAI EQVGGAKEGKAI | WNPAEPPLM\/RDTI HCLTI:_l'EPDQDAI TASVHAM AEVQ(Y 237
Cat. H VPGYRLKQQVQFDVI PESAPLNI PGLGRFSGLKTSVFLEVEGAAHYLPAYAGNLDI MTSA 294
Cat. F VPGYRLKQQVQFDVI PESAPLNI PGLGRFSGLKTSVFLEVEGAAHYLPAYAGNLDI MTSA 294
Cat.D VPGYRLKQQVQFDVI PESAPLNI PGLCGRFSGLKTSVFLEVEGAAHYLPAYAGNLDI MI'SA 295
Cat.B VPGYRLKQQVQFDVI PESAPLNI PGLCGRFSGLKTSVFLEVEGAAHYLPAYAGNLDI MI'SA 297
ADAXxyl - 11 keOX1 VPGYRLKNGPVFD— ---------------- GNRVSI FVEVEGLGDYLPKYAGNLDI MTAA 280
******* :'* * * %k k% "*** ********* *

Cat. H ALATAERVMAQBML- - - - - - - - - - - - - - 307

Cat. F ALATAERVAQSMLNA- - - - - - - - - - - - 309

Cat.D ALATAERVAQSML- - - - - - - - - - - - - - 308

Cat.B ALATAERVAQSMLNA- - - - - - - - - - - - 312

ADAxyl - | i keOX1 ALRT(EI\/FAEEI ASGTI QLPRREAALA 307

* % * * - k.

Figura 55 a: Allineamento della sequenza amminoacidica delldgine ADA xyl-like di P.
sp. OX1 con le catene polipeptidiche BDFH (DmpF) di P. 9pF600.Nella figura sono
indicati i residui amminoacidici identici) e quelliconservati.j.
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Cat G - FNPS- KKLYI SDVTLRDGSHAI RHQYTLDDVRAI ARAL DKAKVDSI EVAHGDGLQGSSF 58

Cat C - FNPS- KKLYI SDVTLRDGSHAI RHQYTL DDVRAI ARAL DKAKVDSI EVAHGDGLQGSSF 58
Cat A TENPS- KKLY!I SDVTLRDGSHAI RHQYTL DDVRAI ARAL DKAKVDSI EVAHGDGLQGSSF 59
Cat E TENPS- KKLY!I SDVTLRDGSHAI RHQYTL DDVRAI ARAL DKAKVDSI EVAHGDGLQGSSF 59

- I\/NLQBKI\I\/TLHDNBLRDG\/HAKRI-Q SLEQ\/I AVATGLDAAGWPLI El THGDGLGGRSI 59

Kooekkokk kK kkok sk kX *Kk k- Kok kkokkk ko K.

Cat G NYGFGRHTDLEY! EAVAGEI SHAQ ATLLLPG GSVHDLKNAYQAGARVVRVATHCTEAD 118
Cat C NYGFGRHTDLEY! EAVAGEI SHAQ ATLLLPG GSVHDLKNAYQAGARVVRVATHCTEAD 118
Cat A NYGFGRHTDLEYI EAVACEI SHAQ ATLLLPGA GSVHDLKNAYQAGARVVRVATHCTEAD 119
CatE NYGFGRHTDLEYI EAVACEI SHAQ ATLLLPA GSVHDLKNAYQAGARVVRVATHCTEAD 119
NYGFPAHSDEEYLRAVI PRL KQAKVSAL LLPG GTVDHLKVALDCGVSTI RVATHCTEAD 119
* Kk k% * * Kk k. '** -::******* * '** * :'* ':**********
Cat G VSKQH EYARNLGVDTVGFLMVBHM PAEKL AEQGKLMESYGATCI YIVADSGGAVSMNDI 178
Cat C VSKCQHI EYARNLGVDTVGFLMVEBHM PAEKLAEQGKLMESYGATCI YVADSGGAVSMNDI 178
Cat A VSKCQHI EYARNLGVDTVGFLMVEBHM PAEKLAEQGKLMESYGATCI YVADSGGAVSMNDI 179
CatE VSKQH EYARNLGVDTVGFLMVBHM PAE- - - - - === - - - m e e e e e e e - 148
VSEQH GVBRKLGADTVGFLMVAHM SAEKVLEQARLMESYGANCI YCTDSAGYMLPDEV 179
**:*** :*:** ********:***'**
Cat G RDRVRAFKAVL KPETQVGVHAHHNL SL GVANSI VAVEEGCDRVDASLAGMGAGAGNAPLE 238
CatC RDRVRAFKAVL KPETQVGVHAHHNL SL GVANSI VAVEEGCDRVDASLAGMGAGAGNAPLE 238
Cat A RDRVRAFKAVLKPETQVGVHAHHNL SLGVANSI VAVEEGCDRVDASLAGMGAGAGNAPLE 239
CatE 0 meeeeeeeeeeeee HAHHNL SLGVANSI VAVEEGCDRVDASLAGMGAGAGNAPLE 189

SEKI GLLRAELNPATEI GFHGHHNMGVAI ANSLAAI EAGASRI DGSVAGLGAGAGNTPLE 239

Kokkke o akkok e ke kK kek kekk-ckkkhkkk. kkk

Cat G VFI AVAERL GANHGT DL YTL MDAADDI VRPLQDRPVRVDRETLGLGYAGVYSSFLRHAEI 298
Cat C VFI AVAERL GANHGT DL YTL MDAADDI VRPL QDRPVRVDRETLGLGYAGVYSSFLRHAEI 298
Cat A VFI AVAERL GWNHGTDL YTLMDAADDI VRPL QDRPVRVDRETLGLGYAGVYSSFLRHAEI 299
CatE VFI AVAERL GWNHGTDL YTLMDAADDI VRPL QDRPVRVDRETLGLGYAGVYSSFLRHAEI 249
VFVAVCKRMGVETG DLYKI MDVAEDI VWPMVDQPI RVDRDAL TLGYAGVYSSFLLFAQR 299
** * % :*:* : *  k k% :** * * % % * * * * Kk Kk Kk . :* Ak kKX Kk kkkkkk '*'
Cat G AAAKYNLKTLDI LVELGHRRWGGQEDM VDVALDLLAAHK- - - - - - 339
Cat C AAAKYNLKTLDI LVELGHRRWGGQEDM VDVALDLLAA- - - - - - - - 337
Cat A AAAKYNLKTLDI LVELGHRRWGGQEDM VDVALDLLAAHK- - - - - - 340
CatE AAAKYNLKTLDI LVELGHRRWGGQEDM VDVALDLLAA- - - - - - - - 288
AEKKYGVPARDI LVEL GRRGTVGGQEDM EDLAL DVSRARONQKVSA 346

* * % . . Xk kkkk k- Kk Ak kkkkkKk k- kkk - *

Figura 55 b: Allineamento della sequenza amminoacidica dellagina HOA xyl-like di P.
sp. OX1 con le catene polipeptidiche GCAE (DmpG) di P. Gp600. Nella figura sono
indicati i residui amminoacidici identici) e quelliconservati.j.
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L'elevata identita di sequenza proteica che risulilineando le sequenze
amminoacidiche delle proteine ADA ed HOA rispetthente con le catene polipeptidiche
BDHF (DmpF) e AGEC (DmpG) dP. sp. CF600 (fig. 56) assicura 'omologia ed una
similarita tridimensionale tra le proteine in esapermettendo la realizzazione di uno studio
di homologymodeling Testata sia la stabilita termodinamica che laliguatereochimica
mediante il grafico di Ramachandran, il modellalitriensionale ricavato é risultato essere

sovrapponibile allo stampo (fig. 56).

ADAXyl-like

HOAXyl-like

Figura 56: Rappresentazione dei modelli tridimensionali degizimi ADA e HOA xyl-like
da P. spOX1 e degli omologhi DmpF e DmpG da P. §5600.
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Nell'allineamento relativo alla proteina ADA con tatene polipeptidiche BDFH di
DmpF daP. CF600 (fig. 55) si pud notare una delezione drdsidui amminoacidici (251-
267) nella proteina ADA xyl-like daP. sp. OX1. | residui amminoacidici mancanti
corrispondono ad un tratto che si ripiega a loolangruttura tridimensionale dell’enzima
DmpF di P. CF600, assente invece nella proteina corrispoeddnP. sp. OX1 (fig. 56).
Ipotizzando un funzionamento analogo dei due cossplenzimatici, questa delezione puo
essere considerata ininfluente ai fini dell’atévdatalitica.

| residui amminoacidici che costituiscono il sitttivo di DmpG sono coordinati da un
atomo di manganese. | ligandi del centro metakiono: Aspl18, His200, His202. La minima
distanza tra la catena laterale della His202 ere iMnZ del sito attivo & rispettivamente di
2,28 A. Nel modello tridimensionale dell’enzima HOA xyké di P. sp. OX1 si nota che la
proteina conserva in analoghe posizioni di sequetrzaligandi del metallo: His199, His201
e Aspl7 (fig 57). La distanza minima tra la His20lb ione MA*é di 2,62A.

Questo dato strutturale, confrontato con quelld’@eima corrispondente dpP. sp.
CF600, permette di assumere che il sito attivo@AH identico a quello di DmpG nel quale,
sulla base della densita elettronica, e stato neidel’'ossalato, un analogo strutturale
dell’enolato, prodotto da HOA insieme all’acetatiiei

Oltre ai ligandi dello ione Mfi anche i residui amminoacidici coinvolti nethanneling
enzimatico sono conservati: His20 e Argl6 corrigfmomo alla His21 e Argl7 iR. CF600
(fig. 57).

DmpG HOA Xyl -1 ike

[l / ”J”‘
HZOW‘T 7.32 @A\ H201

VO Myes 45

& -

H21

Figura 57: Rappresentazione del sito attivo di DmpG e detii@@a HOA xyl-like da P. sp.
OX1. In arancio & rappresentato lo ione Kfe in viola I'ossalato, analogo strutturale
dell'intermedio enolato. H21, R17 sono i residui mmoacidici coinvolti nel channeling
enzimatico.
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La struttura di DmpF € simile a quella degli enziapipartenenti alla famiglia della
gliceraldeide 3-fosfato deidrogenasi (Cobessial, 1999; Vellieux,et al 1993) ed é
organizzata in due domini: un dominio di legameipBIAD ™ (1-30 e 286-312) e un dominio
di dimerizzazione (131-285). Sebbene I'enzima &itocristallizzato in presenza di NADa
struttura rivela la presenza sia della forapa, che della formalo di DmpF-.

Il sito attivo di DmpF € localizzato a livello daliterfaccia tra il dominio di legame per
il NAD® e il dominio di dimerizzazione, dove la Cys132 diaaente all'anello
nicotinammidico del NAD (fig. 58).

DmpF ADAXyl-like
C132 / C131
A »4.08
................... 412}\{}“"!‘(\ NAD+ a; .'—"{ '/\;S\,_[{ NAD+ /ﬂ

. R BV ~< P
. Py W - /NN

" & : o y.

D209 M \(\ D208 N

Figura 58: Schema del sito attivo di DmpF e dell’enzima ADKRike da P. sp. OX1.
In giallo & rappresentato il cofattore NAD

Allineamenti di sequenza indicano che la Cys132’udido residuo di cisteina
conservato tra le sequenze proteiche.

Nel sito attivo di DmpF la minima distanza Cys132MN, Cys132-Asp209 &
rispettivamente 4,124 e 8.63A. In P. sp.OX1 i residui amminoacidici coinvolti nel
meccanismo catalitico sono conservati, in quessn da minima distanza Cys131-NAD
Cys131-Asp208 & rispettivamente di 40@ 8.66A (fig.58).

A livello del sito attivo della deidrogenasi, I'uscdel tunnel che permette il passaggio
dell’'acetaldeide da HOA ad ADA é bloccata dallecoatlaterali di lle172, 1le196, e Met198
che possono assumere conformazioni multiple (8y. 5

In DmpF le distanze llel72-11€196, llel72-Met19&-196-Met-198 nello scheletro
peptidico sono rispettivamente di 7.8610.87A e 6.89A.

141



Nella formaapo dell’'enzima sono state identificate quattro coppaaformazionali
ciascuna delle quali risulta in una conformaziohaiga del canale. Nella fornwo é stata
osservata un'unica conformazione della lle172 ahith I'interazione tra Asn171 e il NAD
Il movimento della lle172 indotto dalle interazidm il cofattore, Asn171 e le conformazioni
multiple di 11e196 e Met198 crea un arrangiamertattirale che mantiene il canale in una
conformazione aperta, permettendo all'intermedietaldeide di entrare nel sito attivo della
deidrogenasi. E stato osservato che lattivita 'aelblasi & stimolata dall'aggiunta del

cofattore alla miscela di reazione, suggerendo leheeattivita dell’aldolasi € modulata

allostericamente dal legame del NA&I sito attivo di DmpF.

DmpF ADA
Maios V197
’ 10.87 16.95
6.8 G.
7.86 8.01
[172 1171
l196 l195

Figura 59: Schema tridimensionale dei residui amminoacidioineolti nel channeling
enzimatico a livello del sito attivo di DmpF e datizima ADA da P. sp. OX1.

In Pseudomonasp. OX1 i residui amminoacidici coinvolti nethannelingenzimatico a
livello del sito attivo di ADA sono conservati, fat eccezione per una sostituzione
conservativa, la Val197 al posto della Met198 (&§).
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3.13 Realizzazione del costrutto pET-QK-Nde persfisessione delle
proteine ADA ed HOA xyl-like

Per I'espressione delle proteine ADA e HOA xyl-li#eP. sp OX1 in E. coli & stato
realizzato un costrutto plasmidico clonando la cagenicaxyl-likeQKin corrispondenza dei
siti di restrizioneNde-Bamdel vettore d’espressione pET-22b(+). La realizzaz di tali
costrutti € analoga a quanto gia descritto neltzose 3.7.

Il costrutto cosi ottenuto, chiamato pET-QK-Ndesta@to usato per trasformare cellule
competenti diE. coli BL21(DE3) secondo il protocollo descritto nel paedg 2.6.2 di
Materiali e Metodi.

Le cellule diE. coli BL21(DE3), trasformate con il plasmide ricombinapET-FG-Nde
e stata inoculata in 10 ml di brodo di coltura LBntenente ampicillina ed e stata fatta
crescere per 16 ore a 37°C, in un incubatore tdatms piatto orbitante per mantenere la
coltura in continua agitazione garantendone latgiwssigenazione. Il preinoculo e stato
diluito in 300 ml di LB con ampicillina e fatto @eere fino al raggiungimento di una densita
cellulare pari a un Ofpdi 0,6. L'espressione delle proteine ADA ed HOAtata indotta
aggiungendo alla coltura IPTG 0,5 mM e lasciand@oéscere per ulteriori 3 ore. Le cellule di
E. coli recuperate per centrifugazione delle colture hatterindotte sono state risospese in
un tampone di sonicazione ed incubate in ghiacao PO minuti. Al termine del
raffreddamento le cellule sono state lisate mediéinso di un sonicatore come indicato nella
sezione 2.18 di Materiali e metodi. Il campione isato € stato quindi centrifugato per
separare la frazione solubile da quella insolubile.

Mediante SDS-PAGE sono state analizzate le fragohibile ed insolubile recuperate
in tre punti della procedura di espressione: séai Imiessi a confronto i campioni non indotti,
gli indotti da IPTG ed i campioni sonicati (fig. 60
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100 kDa  ——
72kDa

55kDa —

40kDa — - -

— . 4«——HOA37.1kDa
33kDa T S ¢—ADA328kDa
24kDa —

17kDa ——

11 kDa —_—

Figura 60: Analisi su gel di poliacrilammide al 15% dell’'espstone dell’enzima
bifunzionale ADA-HOA xyl-like.

M, Markers di peso molecolare Prestained Proteidder;

lanes 1-2, campione non indotto supernatante eepelanes 3-4, campione indotto
supernatante e pellet; lanes 5-6, campione sonisapzrnatante e pellet.

L’analisi mediante SDS-PAGE mostra chiaramente clentkie proteine siano prodotte
in risposta ad IPTG in cellule esprimenti i genl-kiyeQK a partire dal costrutto pET-QK-
Nde (fig. 60) ma, anche in questo caso, I'iperespome delle proteine ADA ed HOA xyl-
like provoca il loro accumulo nei corpi di inclus® che si producono con la sonicazione
delle cellule (fig. 60, lane®b).

La frazione insolubile, recuperata dopo il frazimemto mediante sonicazione delle
cellule di E.coli che esprimono il costrutto pET-QK-Nde, e statéopmtsta al trattamento per
la solubilizzazione e rinaturazione delle proteijjue incluse, come gia descritto nel paragrafo
3.9. Il protocollo prevede che i corpi di incluseosiano risospesi in un tampone sodio fosfato
a pH 7.5, successivamente lavati isgCHed infine trattati con urea, un agente caotroplo®
permette I'efficace solubilizzazione delle protelagate alle membrane e di quelle associate
in modo aspecifico ai corpi d’inclusione. Il camp@in urea € stato poi centrifugato ed il
supernatante, contenente le proteine solubilizzatstato sottoposto a passaggi di dialisi
contro un tampone di rinaturazione appropriato. el realizzato con il 12% di
poliacrilammide é stata fatta un’analisi delle eafasi del processo di purificazione e

rinaturazione di ADA ed HOA xyl-like dai corpi di¢lusione (fig. 61).
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Figura 61: Purificazione e rinaturazione di ADA ed HOA x¥didai corpi di inclusione.
M) Markers di peso molecolare Prestained Proteindder; 1) Campione proteico
rinaturato dopo dialisi; 2-3) Proteine precipitatdurante il processo di dialisi; 4)
Campione proteico solubilizzato in urea 8M; 5) Rioe non solubilizzate dall’'urea 8M;
6) Lavaggio dei corpi di inclusione in tampone softhsfato; 7) Lavaggio dei corpi di
inclusione in acqua.

L’elevata concentrazione di urea utilizzata (8 M) ermesso di solubilizzare parte
delle proteine d'interesse anche se una certa igadél campione risulta comunque
insolubile (fig. 61 Janes4-5). In particolare, I'analisi su gel di polidammide evidenzia che
dai corpi d’inclusione derivanti dall’espressionel glasmide pET-QK-Nde, buona parte di
ADA (32,8 kDa) viene solubilizzata dal trattamerton urea mentre HOA (37,1 kDa)
permane nello stato insolubile (fig. lane 4). Sopwtare che HOA é presente in forma
solubile principalmente nel campione recuperatoodibgavaggio iniziale in HO (fig. 61,
lane 7). Questo fa pensare che HOA sia solo debolnmesseciata ai corpi di inclusione e con
questo blando lavaggio viene facilmente rilasciatiorma solubile ma comunque sottratta in
grande quantita al campione che deve prosegupmdesso di purificazione e che contiene
anche ADA. Lalane 1 della figura mostra il campione proteico contéggaele proteine
rinaturate: ADA e presente in abbondanza mentredatroparte HOA e contenuta in
percentuale molto bassa.

La fase successiva prevede una caratterizzaziamaofale delle proteine di nostro
interesse attraverso la realizzazione di saggitilita enzimatica condotti sia sulla frazione
solubile recuperata dopo sonicazione che sulleepr@tsolubilizzate e rinaturate dai corpi

d’inclusione.
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3.14 Saggi di attivita enzimatica per testare fiaita della deidrogenasi
ADA xyl-lke

Lo studio dell'attivita catalitica della deidrogesiaADA xyl-like € stato condotto con
modalita analoghe a quelle gia adottate per lattesizzazione di ADA phe ed anche in
qguesto caso non é stato possibile testactbahnelingtra i due enzimi e l'attivita di HOA a
causa della difficolta legata alla sintesi del $t#te stesso di HOA.

| saggi di attivita enzimatica sono stati eseggidi sui campioni proteici derivanti dalla
purificazione dei corpi d’inclusione sia sui supdanti recuperati subito dopo |l
frazionamento delle cellule che esprimono il casorgpET-QK-Nde. Non é stata registrata
alcuna attivita enzimatica per le proteine presentiforma solubile nel supernatante
recuperato subito dopo la sonicazione e che castél’estratto proteico grezzo. Una discreta
attivita della deidrogenasi ADA e stata riscontiiatzece nel campione contenente le proteine
rinaturate dai corpi di inclusione. E stato deasatilizzare questo materiale per I'esecuzione
di una serie di saggi di attivita enzimatica valtieterminare le costanti cinetiches & Vinax,

di ADA xyl-like. Le reazioni sono state monitorate340 nm misurando la quantita di NADH
che si produce dalla riduzione del NA®che equivale alla quantita di substrato che ifeaz
consuma. In questi saggi sono state mantenutentolstaoncentrazioni dNAD™ e CoA ed

e stata variata la concentrazione del substrattefimide, come descritto nel paragrafo 2.21.1
di Materiali e Metodi. | valori di assorbanza/miaufAAssdminuto), ottenuti dalle varie
prove, sono stati convertiti igM/minuto usando la relazione indicata nella sezigr#d.2 di
Materiali e Metodi ed i dati ottenuti sono stapaitatiin un grafico, mostrato in figura 62,
che descrive un’iperbole equilatera secondo I'epunezdi Michaelis-Menten.

Tale equazione, per il calcolo delle costanti ¢oiet, Ky € Vinax Non fornisce valori
precisi per alte concentrazioni di substrato, guinstata applicata una trasformazione lineare
dell’equazione di Michaelis-Menten definita dalllegione di Hanes e con la quale e stato
costruito il grafico mostrato in figura 63, cheha permesso di definire una,Kli ADA per
I'acetaldeide pari a 12 mM ed unaMpari a 3,856 pM/minuto.
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VO (micromoli/min)
v

[S]

Figura 62: Curva di Michaelis-Menten. Effetto della concenioaz del substrato
acetaldeide sulla velocita iniziale della reazicredalizzata da ADALa curva e stata
ottenuta eseguendo saggi con 37gadi estratto proteico totale, 21M di ANAD', 75
1M di Coenzima A (CoA), 50 mM di sodio fosfato dfpH 7,5 e con concentrazioni
crescenti di acetaldeide comprese tra 5 mM e 50 mM

Il valore determinato per Km € 11.85 con una Vmax @ 3.856,M/min.
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Figura 63: Grafico lineare di Hanes per il calcolo dei paran cinetici Ky e Vinax della
Deidrogenasi ADA rispetto al substrato acetaldeitigrafico e stato realizzato con i dati
precedentemente utilizzati per la costruzione daliava di Michaelis-Menten.

X intercetta quando Y=0: -12,01 questo valorardgte la Km

Y intercetta quando X=0 : 3,098 questo valore @pande a Km/Vmax
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PARTE Il

Caratterizzazione del promotore Pphe

In Pseudomonasp. OX1 i geni codificanti gli enzimi per il catismo di toluene ed
o-xilene sono organizzati in due operoni: uno, tustou, codifica il complesso ToMO,
I'altro, noto come operonghe presenta la stessa organizzazione genica daibopdmpper
il catabolismo dei dimetilfenoli d°’seudomonasp. CF600. Questdustergenico codifica il
complesso multienzimatico PH, che insieme a ToMQ@alzaa le reazionidell'upper
pathway e gli enzimi delower pathway C2,30, HMSD, HMSH, OEH, ADA, HOA, 40D e
40I.

E noto il meccanismo che regola I'espressione a@idtou: ToMO viene trascritto a
partire da un promotore>*-dipendente, Rwmo, che & sotto il controllo del regolatore positivo
NtrC-like TouR. Questo regolatore trascrizionale e attivddtiassociazione con i substrati
aromatici delpathway toluene eda-xilene, ma anche dai cresoli intermedi prodottiaaterso
I upper pathway

Pseudomonasp. OX1 e il primo ceppo che degrada il toluenecim un operone
codificante una toluene-monoossigenasu (operon)é stato trovato associato ad un operone
dmp-like(phe operoh La presenza dell’operorghee di un regolatore responsivo a fenolo e
metil-fenoli (TouR) nel genoma @éseudomonasp. OX1 suggerisce che, in questo ceppo, la
via per il catabolismo di toluene e dixilene si sia evoluta in seguito ad un evento di
espansione verticale che ha portato all'incorporazidel cluster genicotou in una via
preesistente per il catabolismo del fenolo. Cio ifatizzare che anche I'espressione
dell’operonephe sia sotto il controllo di un promotore>*-dipendente e che possa essere
regolata positivamente da TouR o da un attivatppadenente alla stessa famiglia.

In questa parte del lavoro di tesi é stata ideatifi la regione promotrice dell’operone
phe,omologo all'operoneéimpdi P. CF600, ed il suo putativo regolatore della trasone.
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3.15 Identificazione del promotore Pphe

Per identificare il promotore @Pe del lower pathwaydi Pseudomonasp. OX1, un
frammento di 6 Kb, che si estende daltél a monte del locutou fino al genepheK é stato
isolato dal cosmide pFB3411 mediante digestione l@rdonucleasi di restrizion8glll,
secondo la procedura descritta nel paragrafo 2i2Bladeriali e Metodi (fig. 64). Tale
frammento e stato clonato nel vettore pGEM-7Zf(¢l)ileplasmide ricombinante ottenuto,

chiamato pGEM7Z-6B/B, é stato sottoposto ad andlisequenza.

an/ R me,

nhp

ﬁI-GGI |m

orfl orf2

. 6 kb .
BglII 5 <J 3' BglIr

PhKrev

Figura 64: Rappresentazione schematica della regione di 6sKlaia dal cosmide pFB3411.
Tale regione si estende dalla orfl fino al geneificahte la subunita K della Fenolo
Idrossilasi PH. E indicato il primer PhK rev usaper il sequenziamento.
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Sono state sequenziate circa 1300 bp all'interndrdenmento di 6 kb, a partire dalla
regione a cui si appaia il primer PhK rev, in dioee del locugou. Allineamenti di sequenza,
realizzati utilizzando il programma NCBI Blashtip://ncbi.nim.nih.gov/blast/Blast.dgie

l'analisi effettuata grazie alluso del programma rofScan littp://molbiol-

tools.ca/mtoolwww-cgi/promscan.¢ghanno consentito di individuare, all’interno gliesta

regione, i siti di legame per la RNA-P sigma-54etigente, rappresentati dai motivi GG e
GC nelle posizioni -24 e -12, rispettivamente, #eglai primi nucleotidi codificanti la

subunita K della fenolo idrossilasi PH (fig. 65).

1 60
ATTCTTCCACGGATGCGGCAACCGCGGACAACGCAATCTGTTGTTCTTCTGAGGCCTGGG
TACCGCTTTGCAGCAAGGTATTGGCTTGCATAACGAGTGT TCGGTTTGCTGGECCACTATC
CGAGACTCTGGCGATCAT TACCT CGAGACGAAT CT GGGCCAGACGCAGT GCCAGCT CGCT
CTGCCCCGT CAGGCCCGGGT TGCCGGTATAAACAAGCT GTTTGAT CGGGT GGT GAACCAG
TTTTCGGCTGIT AGGCCGCGAGCT TCACCAAAGGCCGGT TAATAAAGAAAAGCGCT GCAAA
AAGAAT AGCGCT GCCGGT AATAAACGACACT AT GGCAGCCGCTGGTAACAGGAAAATCCC
GGCTAAAGCAT CGGTAGAAACGCGACCAT GGCTGCCAGAGCTTGTATTGT GCTATCCATT
CCGGCGTTTAAGCGGT GCGCAAGGCGCAGGCAAAAGAAATCT TCATGT CGGGT GACCGT G
TTTGITGITTGAGT AAGCGACT TGGGT AACCCAAGCAGGAACT GTGCCGGCATACTTTTA
TATTTTTAACTATCTAATTTATAGGTAAAAGGTAGT TGATCATTGACAGGAGCCT GGGGC
GAATAACCCATTTCGGAAGACGT GATCTCACCAAATAATAAAATTCATCAGAGATGT GCT
TATTTCATAAGGCAAAGT GGCAACGCCCCTGT TCCACCGCCTGTTTGAGGCTTTCGITGG
Phexho for —»
TTGCGGCGATCACTTCTCTTTGCCT CCCCCGGT TTCCCCT GGCCACAATACT CGT GAAAA
AACGGT GCCTATAATCAAAAAAAAT CAACCAATAGT AAAATCGGCCGT TGT CAGT GGATA
AAAAAGTGGTTTGAGCATTTGGT TAGATCGGT TTTTATTTTGATTATTTGGTAAAAAACG
CTCCGGGATTTGACGCTATCTTTAAGCTGTATTTCGTTCTTATTGCAGTCAATTTCCTAC
-24
GAAAAATTCTTTTAAAACAGAGT CCTATATCCCTTCCTCTGGTCGTCATTGTCGAAGT GG
-24 -12 <+
CACAGCTGI TGCTCTGCCTAAGTAGACTTCAAGAAGCCGAT CACAAACATAAAGGGGTCA
AAAT GACAACT CAACCGGAAACCAAATCCTTTGAAGAGCT GACCCGATACATCCGAGT GC
GCAGT GAGCCGGGCGACAAGT TCGTGGAAT TCGACT TCGCCATTGCT TACCCCGAGCTCT
TCGT TGAGCT CGT GCTGCCTCACGAGGCCTTCGAGATTTTCTGCAAACATAACAAAGT CG
TCCACATGGACTCCAACATAAT CCGCAAAATTGACGAAGACATGG

Figura 65: Sequenza nucleotidica della regione comprendergatédtivo promotore Pphe.
In seqguito all'analisi in silico sono state indiwdte le regioni -12/-24 (in fucsia) a cui si
lega la RNA-R>* -dipendente.

Sono sottolineati i primers utilizzati per lisolamto del frammento di 370 bp
comprendente il promotore.

In nero e riportata la sequenza parziale del geheka
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Il promotore Pheeé stato isolato dal frammento di 6 Kb mediante igaione di PCR

utilizzando una coppia di primers progettata sudese della sequenza precedentemente

delucidata. | primers utilizzati sono [l'oligonuctete Phexho for (5-
CCGCTCGAGGCGATCACTTCTCTTTGC-3), che include il sito di regione perXhad
(in evidenza) e I'oligonucleotide PheBam rev (5-

CGCGGATCCCCCTTTATGTTTGTGATCGG-3'), che include il sito di s&izione per
BamH (in evidenza) (fig. 65).

Il frammento di 370 bp ottenuto € stato digeriton @i enzimi di restrizioneXhd e
BamH, secondo le condizioni indicate nel paragrafo32d2 Materiali e Metodi. Questo
frammento, denominatoA370X/B, €& stato subclonato nel vettore pGEM7Zf(+),
precedentemente digerito con le stesse endonudegestrizione. Il vettore realizzato é stato
denominato pGEM72370X/B (fig. 66).

f1

origin

ori

. PGEM7Z-A370X/B
Amp

Figura 66: Realizzazione del costrutto pGEMZAA70X/B
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L’analisi in silico della regioneA370X/B ha consentito di identificare la natura dell
regione promotrice: & stata confermata la presdelta putative sequenze consenso -12/-24,
che permettono di classificare il promotogghBnella famiglia dei promotori a cui si lega la
RNA-P che utilizza il fattore alternative®”. Questa ipotesi & sostenuta dalla scoperta, a
monte delle regioni -12/-24, di elementi defirgtihancer-likeo UASs UpstreamActivating

Sequences)iconosciute dagli attivatori trascrizionafi*-dipendenti (fig. 67).

Po AATCGACGGCAGTGATTTTAGTATTAGAGATCAGCGT TCAGCTGCGCCATAAGCAT T TGC
Pu e CCCGGGAA- - - AGCGCGATGAACCTTT- TTTATCGCTGCCTTGATCAAATCG
o ] I e
Pphe e TGGITTGAGCATTTGG - - TTAGATCGGTTTTTATTTTGATTATTTGG
Po TCAAGCGGCCTTGGGCAATTGATCAAATG CTTAAAA- - AGTCTGCGCAAGCGCGGEC- TT
Pu ACAGGTGGTTATGCGCGATTGATGATTTG CTCAAATACAGCCAGCGTGCTGTAGAT-TT
Ptou  --e------ TTTAATCATCTGGIGAAAC- - TTAAAATCAAGI TAACCAATTAATAACATT
Pphe TAAAAAACGCTCCGGGATTTGACGCTATATCTTTAAGCTGTATTTCGITCTTATTGCAGT
* % * * % * *
Po AATTTCGC- TCGCTCCGATCATTCTAAAAATTAGAAACACATTGAAAAACAATACCTTGA
Pu TCTCTCATACCCCCCCTTTCTTTTTTACAAAGAAAATCAATAATTTAGATGAAATAAGGG
Pt ou CAGATCGITACCAACCTTGGGGT TGAAAGCCTATAAATAGGTAACTTGATGAT- - - - TAA
Pphe CAATTTCCTACGAAAAATTC- TTTTAAAACAGAGTCCTATATCCCTTCCTC- - - - - - TGG
* * * * * *
Po AGTCTGITTTCAGA! CA TG - - - ATGTCCTGCGCAAGCCGCCA-
Pu GATCGGTAT- - AA T AG- - - - CTATACGAGACTTAAAATAA-
Pt ou AAGGTATTTTTGGGTA TATA TC - - - AGATACAGATATCATAACAAC
Pphe TCGTCATTGI CGAA- - CAGCT CTGCCTAAGTAGACTTCAAGAAGCCGA
* * k k% % % * k k k% % *
Po ACCTCGARATG - ------------
Pu AAATAGTGGTGACCCTTCAATG - -
Pt ou AAACAGAGACAAACCATG - - - - - -
Pphe TCACAAACATAAAGGGGTCAAAATG

Figura 67: Allineamento tra la sequenza del promotore Pphd®disp. OX1 con altri

promotori o>“dipendenti: Po, promotore dell’'operone dmp di P. §5600; Pu, promotore
del TOL upper pathway di P. putida mt-2; Ptou, patone del locus tou di P. sp. OX1.

In verde sono indicate le regioni UAS2; in celdsteegioni UAS1; in fucsia le regioni -12/-
24; in giallo i siti di inizio della trascrizione.
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3.16 Produzione di frammenti biotinilati del promaite Pphe

Caratterizzare sotto il profilo bioinformatico ifgmotore del locugphe, rappresenta il
primo passo di un’indagine approfondita riguardarge regolazione trascrizionale
dell’'operone.

| risultati dell’analisi bioinformatica del promat® Fpheci hanno spinto ad accentrare |l
nostro interesse su due sequenze di circa 100dsguwia: la prima va dalla posizione -226
alla -138, mentre la seconda si estende dalla ipogiz-60 alla +32. Tali frammenti di
particolare interesse sono stati da noi denomixiagA3.

La figura 68 di seqguito proposta riporta la schéraazione di tali regioni: il frammento
Al comprende le regioni -12/-24 e il putativo sitanikzio della trascrizione; il frammenta3

comprende, invece, le regioni UAS1 e UAS2.

TTGCGECGATCACTTCTCTTTGCCTCCCCCAGT TTCCCCTGGCCACAATACTCGTGA

AAAAACGGT GCCTATAATCAAAAAAAAT CAACCAATAGTAAAATCGGCCGI TGICAG

UAS2 UAS1
TGGATAAAAAAG GATCGGITTTTATT

AAAACCCTCCGEECGAT TTGACCCTATCTTTAAGCTGTATTTCGT TCTTATTGCAG

TCAATTTCCTACGAAAAATTCTTTTAAAACAGAGT CCTATATCCCTTCCTCTGGTCG

-24 -12 +1
TCATTGI CGAAGT GGCACAGCTGI TGCTCTGCCTAAGTAGACT TCAAGAAGCCGATC

ACAAACATAAAGCGGTCAAAATG

Figura 68: In verde é indicato il frammenta3, che comprende le UASs, e in giallo il
framment\ 1, che comprende le regioni -12/-24 ed il sitoniizio della trascrizione (in blu).
Tali frammenti sono marcati al 5’ con biotina.

L'isolamento dei frammentiAl e A3 e stato realizzato mediante PCR secondo la
reazione gia descritta nel paragrafo 2.25 di Maliee Metodi. Il plasmide pGEM7Z-
A370X/B é stato utilizzato come stampo ed i primgpecifici, usati per amplificare tali
frammenti, sono stati progettati sulla base dat@uenza nota della region870X/B.

| primers senso usati nella reazione di PCR somougati con la biotina: in questo

modo i frammenti generati vengono marcati al 5i tale molecola.
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La lunghezza dell’'amplificato, visibile su gel all5% di agarosio, € di 91 bp per quanto

riguarda il frammentd1; 'amplificato relativo aA3 € lungo invece 89 bp (fig. 69).

Figura 69: Elettroforesi su gel all'1.5% d’agarosio del pratimdi amplificazione relativo a
Al e aA3. Nella corsia 1 e visibile la banda relativa alfhplificato di 91 bp diAl; nella
corsia 2 e visibile la banda relativa all’amplifitadi 89 bp dA3.

I markers sono i 100 bp DNA Ladder.

3.17 South-Western

Questa metodica, descritta nel paragrafo 2.27 deNdi e Metodi, € stata adottata per
riscontrare la presenza di fattori trascrizionadill’estratto proteico dPseudomonasp. OX1,
in grado di interagire con le sequenze consensaa&taterizzano i frammemil eA3. Sono
stati utilizzati estratti proteici totali ricavatia Pseudomonasp. OX1 cresciuto su terreno
M9, contenente Malato come unica fonte di carbomopresenza di Fenolo per indurre
I'espressione dei geni catabolici (par. 2.26),estfatto proteico totale preparato allo stesso
modo ma ottenuto da cellule cresciute in assenfndio.

Tali estratti sono stati sottoposti ad elettrofor®s gel al 10% di poliacrilammide in
presenza di SDS; successivamente sono stati itastenitrocellulosa e quindi sottoposti a

rinaturazione, data la necessita di avere protaile stato nativo per verificare la loro

155



interazione con il DNA. Le sonde usate nell'ibrictare sono i frammentAl eA3 ottenuti per
PCR, come descritto nel par. 2.25, marcati al % bmtina. Nella figura 70 (pannello A) e
mostrata I'elettroforesi su gel di poliacrilammidell’'estratto proteico totale d@seudomonas
sp. OX1 cresciuto in presenza (lane 1) e in ass@arza 2) di fenolo. | due estratti sembrano
avere lo stesso profilo elettroforetico. Nel paimeB della stessa figura € mostrata la
membrana di nitrocellulosa su cui sono visualiztateroteine presenti nell’estratto proteico
totale da P. sp. OX1 cresciuto in presenza di fenolo ed inteméigcon le sond@&l e A3
biotinilate. Dai risultati visibili in figura si @ la presenza di una proteina di peso molecolare
inferiore ai 72 kDa che interagisce debolmente eatrambe le sonde: questa banda di
ibridazione non é stata invece trovata utilizzahelstratto proteico d&. sp. OX1 cresciuto in

assenza di fenolo (risultato non mostrato).

M 1 2 M 3 4
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Figura 70: South-western analysis: ibridazione con le sontleeA3 marcate con biotina.
Pannello A) M. Markers di peso molecolare Prestdif¥otein Ladder; 1. Estratto proteico
totale da P. OX1 cresciuto in presenza di fenoldE&ratto proteico totale da P. OX1 cresciuto
in assenza di fenolo .

PannelloB) M. Markers di peso molecolare Prestaifdtein Ladder; 2. Estratto proteico
totale da P. OX1 cresciuto in presenza di fenolsondaAl-Bio; 3.Estratto proteico totale da
P. OX1 cresciuto in presenza di fenolo + son@aBio
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La presenza, iRseudomonasp. OX1, detou operorassociato ad un operodmp-like
(phe operon) insieme al regolatore Nttike TouR, responsivo a fenolo e metil-fenoli ed
omologo al regolatore DmpR d@. CF600, suggerisce che, in questo ceppo, la viailper
catabolismo di toluene e dixilene si sia evoluta in seguito ad un evento spa@sione
verticale che ha portato all'incorporazione delstergenicotou in una via preesistente per il
catabolismo del fenolo. Considerando valida I'igotehe il locustou sia stato acquisito nel
genoma dPseudomonasp. OX1 in seguito ad un evento di espansionadiwa catabolica
preesistente, si ritiene che anche I'espressiofimpkrone phe sia sotto il controllo di un
promotore o>*-dipendente e che possa essere regolata positit@nien TOuR o da un
attivatore appartenente alla stessa famiglia (Aneagal, 1999 e 2001).

Il regolatore TouR ha una massa molecolare di 64. k2 banda di ibridazione ottenuta
negli esperimenti South-western indica una protdin@eso molecolare simile.

Come gia osservato la stessa banda di ibridaziarsserva sia con la sonda che con
la sondaA3. | regolatori NtrC-like, come TouR, si attivanmoseguito alla loro interazione con
il substrato aromatico; attraverso il loro domibi@arbossi-terminale riconoscono e legano le
regioni UASs (presenti nel frammenid), mentre 'RNAPe>* forma un complesso chiuso
con il promotore. Affinché la trascrizione vengdivata € necessaria l'interazione del
regolatore con il complesso trascrizionale chiwsd:si realizza attraverso il ripiegamento del
DNA in un loop mediato da fattori di curvatura, quali la proteil#F (integration host
factor), permettendo cosi I'interazione con il DNA a lleedelle regioni -12/-24 (presenti nel
frammento A1) ed un rimodellamento della RNA®? per promuovere linizio della
trascrizione.

| risultati conseguiti grazie agli esperimenti dugh-western fanno ipotizzare che la
trascrizione dei gernphesia indotta da un regolatore positivo, in rispadtéenolo, del peso
molecolare inferiore ai 72 kDa, in grado di ricoo@® e legare le sequenze consenso UASs e
-12/-24. Come gia proposto, potrebbe trattarsi mbgjolatore TouR o di un attivatore

appartenente alla stessa famiglia.
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3.18 Analisi mediante spettrometria di massa

Quest’analisi, resa necessaria per l'identificagiatella specie proteica d’interesse
rilevata con I'esperimento di South-Western cha llegregioniAl e A3 del promotore phe
e stata realizzata grazie alla collaborazione ténaf. Zolla dell’Universita degli Studi della
Tuscia di Viterbo.

E stata realizzata un’analisi di spettrometria dasea LC MS/MS, che prevede
innanzitutto che la miscela peptidica, ottenutaopminendo a trattamenti con tripsina la
banda proteica d’interesse, venga frazionata sansisdi cromatografia capillare. | peptidi
ottenuti sono stati estratti e sottoposti a RP-nEiHSI-MS/MS. Man mano che i peptidi
fluiscono ad un flusso di circa 200 nl/min, vengoimdrodotti nella sorgente ionica ad
electrospray nanoESI appartenente allo spettronditnmassa dotato di un analizzatore a
trappola ionica (HTCplus Bruker-Daltonik).

Dagli spettri di frammentazione ottenuti € possibirisalire alla sequenza
amminoacidica del peptide analizzato.

L'identificazione della proteina d’interesse é atakalizzata mediante MS/MS lons
Search dei frammenti riconosciuti, utilizzandornbgramma MASCOT che elabora gli spettri
di frammentazione ottenuti dall’analisi di spettetnia. Tali spettri sono stati confrontati con
quelli teorici ottenuti da simulazioni di frammeni@ne di tutti i peptidi triptici appartenenti

alle proteine presenti nella banca dati NCBimw(v.matrixscience.coin

Si riporta di seguito la tabella delle identificaizi dei frammenti realizzate, tramite
MS/MS lons Search, ricercando nel database NCBimzig alluso del programma
MASCOT.
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Match NCBI Mascot Peptides Sequence MW

to Accession score number Coverage kDa/pI
number (%)

TmbR
Sigmab4-dependent
transcriptional  j|1145786 407 8 19 66/6120
activator
(Pseudomonas
putidaTMB)

Pyruvate
carboxylase subunit
B 0i|70733440 760 16 26 5.769/5.56
(Pseudomonas
fluorescend?f-5)

Putative ABC

transporter ATP-
binding protein  i|77461096 611 11 29 1.760/5.34
(Pseudomonas

fluorescend>f0-1)

Tabella 4: Mascot Search Result$dentificazioni dei frammenti realizzate ricercandel!
database NCBInr grazie all'uso del programma MASCOT

Tra le proteine identificate, la presenza del ragoeé TmbR diPseudomonas putida
TMB da sostegno alla ipotesi formulata precedenidene

Pseudomonas putidBMB e stato isolato per la sua capacita di cresserl,2,4-TMB,
che usa come unica fonte di carbonio e di enef@&ydi et al., 1982). Queste proprieta
metaboliche sono dovute ad un set di geni che geeticamente e funzionalmente
omologhi ai genkyl di P. putidamt-2.

Pseudomonas putidBMB si distingue d&. putidamt-2 per due aspetti: (i) gli operoni
tmb sono localizzati sul cromosoma ed hanno un orgamimne genica in cui I'operone
codificante lupper pathwayed i geni codificanti i regolatori TmbR e TmbS esoricini tra
loro; (ii) I'espressione dell’upper pathwasnb e indotta da MSA-HC che da MSA-COOH
(Bestetti and Galli, 1987; Polisst al, 1990) (fig. 71).
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Pseudomanas putida mf-2

Pu Pm Ps Pr
—> —>
xyIXYZLTEGF JQKIH
Pu Pr Ps Pm
<« <«
tmbXYZLTEGF JQKI

Pseudomanas putida TMB

Figura 71: organizzazione degli operoni xyl e tmb. Gli opertonb sono localizzati sul
cromosoma batterico mentre gli operoni xyl son@lzzati sul plasmide pWWoO.

Il regolatore TmbR appartiene alla famiglia dedtivatori trascrizionali NtrQike. E
un polipeptide costituito da 581 residui aminoadidon un peso molecolare di 65,43 kDa. |
dati ottenuti dalla spettrometria di massa fanratijzare che una proteina ad esso omologa
potrebbe essere coinvolta nella regolazione delkctizione dei gerphein Pseudomonasp.

OX1. Tale proteina sara indicata come Tnliie-
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3.19 Isolamento del gene codificante il regolatarmbR-like

Il gene codificante il regolatore TmhiRe e stato isolato dal genoma ®i sp. OX1
mediante una reazione di PCR realizzata come italical paragrafo 2.28 di Materiali e
Metodi.

La sequenza nucleotidica codificante TmbR di PidautMB é disponibile nella banca
dati NCBI (Acc. Num. AAA84988). Essa e stata aliitee utilizzando il programma
ClustalW, con le sequenze di altri regolatori sigfdadipendenti, come mostrato nella figura
seguente (fig. 72).

t bR B CICCICoCEEEEEEATOATCEEGAT AAAAACAAGAGAAAAACAATGTCGCTTATATAC 60

XYl ROWD s ATGTCGCTTACATAC 15

AMPRCFB00 == ATGCCGATCAAGTAC 15

TOUROXL  mmmmmmmm e ATGGCAACCAGCTAT 15

t bR AAACCCAAGAT GCAGCAT GAGGATAT GCAAGACCT TATCAGCCAGATCCGT TTCGTTGCC 120
xy| RoVWD AAACCCAAGAT GCAGCAT GAGGAT AT GCAAGACCT TAGCAGCCAGATCCGTTTCGTTGCC 75

dnmpRCF600 AAGCCT GAAAT CCAGCACT CCGAT TTCAAGGACCT GACCAACCT GATCCACTTCCAGAGC 75

t oUROX1 AA@@CAGCTGAAATATTCTGATTTTOAGGATCTTAOGGAGOAGATOOAGTTOOAAAGC 75

* % k% * * * k% % * k%% %% % * k*kkkk*%k * % %
t bR GGOGAAGGCAAGAT CTGGECT GGGAGAGCAGCGCAT GCTGCTAATGCAGCTATCTACGCTG 180
xy| RoVWD GCCGAAGGCAAGAT CTGGT TGEGAGAGCAGCGCAT GCTCGTAATGCAGCTATCTACGCTG 135
dnpRCF600 ATGGAAGGCAAGAT CTGECT TGECGAACAGCGCAT GCTGT TGCTGCAGT TTTCAGCGATG 135
t ouROX1 ACGGAAGGCAAAAT CTGGT TAGGOGAGAAACGCATGCTACTGATGCAGCTCTCOBOCCTG 135
t bR GCCAGCTTCCGCCGCGAAAT TATCAGCT TGATCGGCATCGAGCGGGECCAAGGGTTTCTTC 240
xy| RoVWAD GCCAGCT TCCGT CGOGAAAT TATCAGCT TGATCGGCGT CGAGCGGGCCAAGGGT TTCTTC 195
dmpRCF600 GCCAGCTTTCGCCGGGAAAT GGT CAATACCCT GGGCATCGAACGCGCCAAGGGCTTGITC 195
t ouROX1 GOGGCATTTCGCCGGGAAAT GGT CAACACCAT CGGTATCGAGCGGGCAAMAGGT TTCTTT 195
* % %k %%k **k *kkk*%x * % % * k% *kkk*k *k*k *k*k *k*k *k*k **k k%
t bR CTGOGGT TGGGECTATCAGT CCGGCCT GAT GGAT GCCGAGCT GGCACGCAAGCTGCGGECCG 300
xy| RoVWD CTGCGGT TGGGECTATCAGT CCGGCCT GAT GGAT GCCGAGCT GGCACGCAAGCTGCGGCCG 255
dnpRCF600 CTGCGCCATGGT TACCAGT CCGGCCT GAAGGAT GCCGAACT GGCCAGGAAGCTGAGACCG 255
t oUROX1 CTTCGCCTCGGT TACCAGT CCGGECCT TAGGGAT GCTGAACT CGCCCGCAAGCTGCGCCCG 255
t bR GCCATGCGCGAGGAGGAGGT GT TCCTGGECTGEECCTCAAT TGTACGCGCTCAAGGEGATG 360
xy| RoVWD GCCATGCGCGAGGAGGAGGT GT TCCTGGECTGEECCTCAATTGTATGCGCTCAAGGEGATG 315
dmpRCF600 AAT GCCAGCGAAGT CGGCAT GTTCCT CGCT GBECCGCAGAT GCATTCACT CAAGGGTCTG 315
t ouROX1 CACTGCAGT GAGCTCGATATATTTCTGGCCGGACCACAACTCCACTCCCTGACGGGTATG 315
* k% * * %% %%k %%k %%k %%k %% * * * k%% % k%% * %

t bR GTCAAAGT ACGCT TGCTGACGAT GGATATCGCCAT CCGGGACGGACGT TTCAACGTGGAG 420
xy| RoVWAD GTCAAAGT ACGCT TGCTGACAAT GGATATCGCCAT CCGGGACGGACGT TTCAACGTGGAG 375
dnpRCF600 GTCAAGGT CCGCCCCACCGAGCT CGATATCGACAAGGAATACGGEGECGCTTCTATGCCGAG 375
t oUROX1 GTGAAAGT GGT TCCTATCGAGATCGATATCGAT CAGGAAACAGGGGGT TTTTACGGTGAG 375
t bR GCCGAGTGGATTGATTCCTTTGAAGT GGATATCTGCCGAACT GAGCTGGGCCTGATGAAT 480
xy| RoVWD GCCGAGTGGATTGATTCCTTTGAAGT GGATATCTGCCGAACT GAGCTGGGCCTGATGAAT 435
dnpRCF600 AG- GAGT GGAT CGACT CCTTCGAGGT GGAAAT CTGCCAGACCGACCT GBGGCAGATGCAA 434
t ouROX1 TTGGACTGGATTGATTCGT TCGAGGT GGAGAT CT GCCAAACCGAGCT CGGCCAGATGAAC 435
t bR GAGCCCGT CTGCTGGACGGT GCTAGGCTATGCTAGCGGECTATGGT TCGECATTCATGEEC 540
xy| RoVWAD GAGCCCGT CTGCTGGACGGT GCTAGGCTATGCTAGCGGCTATGGT TCGGCATTCATGGGC 495
dnmpRCF600 GACCCGGT GT GCTGGACT CTGCTCGECTACGCCTGCGCCTATTCCTCGGCGT TCATGGRC 494
t oUROX1 GAACCCGT CTGCTGGTCCCTGCTAGGGTATGCT TGCGCCTATACCTCCTCATTCAGGEEL 495

%k *%k **%k *kkkk*k *x *kkk*k*k **k **k k% *k*k*k *kkk*%x * % * k*kkk*k *kkk*%
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t nhR

xyl RpWAD
dnpRCF600
t ouROX1

t mhR

xyl RoWND
dnpRCF600
t ouROX1

t nhR

xyl RpWAD
dnpRCF600
t ouROX1

t mhR

xy| RoWND
dnpRCF600
t ouROX1

t bR

xy| RpWAD
dmpRCF600
t ouROX1

t mbR

xyl RoWND
dnpRCF600
t ouROX1

t bR

xyl RpWAD
dmpRCF600
t ouROX1

t bR

xy| RoWND
dnpRCF600
t ouROX1

t mhR

xyl RoWND
dnpRCF600
t ouROX1

t nhR

xyl RpWAD
dnpRCF600
t ouROX1

t bR

xy| RoWND
dnpRCF600
t ouROX1

t nhR

xy| RpWAD
dnpRCF600
t ouROX1

t bR

xy| RoWND
dnpRCF600
t ouROX1

CGCAGAATCATTTTCCAGGAAACT AGCT GT CGCGGEGT GCGGTGACGATAAATGCCTTATC
CGCAGAATCATTTTCCAGGAAACT AGCT GT CGCGGEGT GCGGTGACGATAAATGCCTTATC
CGGGAAATCAT CTTCAAGGAAGT CAGCT GCCGCGGECT GCGECGECGACAAGT GCCGEGTC
CGTCAGATCGT CTTTAGAGAAGT CACCT GT CGCGGCT GCGECGAT GAAAAGT GCCATATC

* % k% * k% * % % * *kk*k*k k*kkkkk *kkkkk *x **k *k*k *kk*%x * %

GTAGGCAAGACCGCAGAAGAGT GBGECGAT GT CAGCAGT TTCGAAGCCTACT TCAAAAGC
GT CGGCAAGACCGCAGAAGAGT GBGECGAT GT CAGCAGT TTCGAAGCCTACT TCAAAAGC
AT TGGCAAGCCGGECCGAAGAGT GGGACGACGT TGCCAGCT TCAAACAGTATTTCAAGAAC
GT CGGCAAACCAGCAGAAGAGT GGGACGACGCCGAAGAAT TCACCCAGTACT TCAAAGCA

* kkkkk * kk kkkkkkkkkk kkk * * Kk ok *kk kkkkk

GACCCGATCGT AGACGAGCGCTACGAGCT GCAGACCCAGGT TGCCAACCTGCGCAACCGC
GACCCGATCGT AGACGAGCGCTACGAGCT GCAGACCCAGGT TGCCAACCTGCGCAACCGC
GACCCCATCAT CGAGGAACT CTACGAGT TGCAATCGCAACT GTTGT CGCTGCGTACCAAC
GACCCGATGAT CGAAGAGCT CTACGACCT GCAGT CACAGGT GAGT TCGCTGCGCAGCAGT

*kkkk*k k% * %%k %%k % *kkkkk*%x * % %k % * k% * *kkk*k*k * *x

CTGAAGCAGT ACGATGGGCAGTATTACGGCAT TGECCATTCGCCAGCCTACAAGCGCATC
CTGAAGCAGT ACGATGGGCAGTATTACGGCAT TGECCATTCGCCAGCCTACAAGCGCATC
CTCGACAAACAGGAAGGCCAGTACTACGGCAT CGGT CAGACCCCGGECCTACCAGACCGTG
CTTGAGAAACAGCAGGGECCAGTACTACGGGAT TGECCAGT CCGCGTCGT! ATAAOA\AGGT C

* % * * * *k kk kkkkk Kkkkkk K*k Kkk k% * * * kK *

TGTGAGACCATCGACAAGGCT GCACGCGECAAGGT TTCGGT TCTGCTACTGGGT GAGACT
TGTGAGACCAT CGACAAGGCT GCACGCGECAGEGT TTCGGT CCTGCTACT GGGT GAGACT
CGCAATATGATGGACAAGGCCGCACAGGEGECAAAGT CTCGGTGCTGCTGCT TGECGAGACC
TGCAAAATGATCGACAAGGCCGCT CTGGGCAAGGTCTCGGTGCTTCTTCTGGGT GAGACT

* *kk kkkkkkkk K*k * * ok ok Kk kk kkkkk kk Kkk kk kk *khkkk*k

GGGGT GGECAAGGAGGT AAT CGCGCGCAGCGT GCAT T TGCGCAGT GAGCGCGCAGAGCAA
GGGGT GEGECAAGGAGGT AAT CGCGCGCAGCGT GCAT T TGCGCAGT GAGCGCGCAGAGCAA
GGGGT CGECAAGGAGGT CATCGCGCGT AGCGT GCACCT GCGCAGCAAACGCGCCGCCGAG
GGT GT GGGCAAAGAGGT TATTGCCAGAAGCGT TCATTTACGCAGT GAGCGGGCGGAACAA

k% k% *kkkkk*k k*kkkkk*k **k k% * *kkkk*k k% * k*kkkk*%k * k%% %% % *

CCCTTCGT CGCGGT GAACT GTGCGGCAAT TCCGCCGGATCTGATCGAGT CGGAACTGTTT
CCCTTCGT CGCGGT GAACT GT GCGGCAAT TCCGCCGGATCTGATCGAGT CGGAACTGTTT
CCCTTTGT CGCGGT GAACT GT GCGGECGAT CCCGCCGGACCTGATCGAGT CCGAATTGT TC
CCTTTTATTGCCGT GAAT TGCGCGGECCATACCGCCCGATCTCATTGAAGCGGAATTGTTT

*k kK *k kk kkkkk kk kkhkkkk Kkk kkkkk Kkk k*k *k **% * kkk Kkkk*k

GGT GT CGATAAGGGECGCCTATACGEECGECEGET CAATGCACGCGCTGGACGT TTTGAACGG
GGT GT CGATAAGGGECGCCTATACGEGECECEGET CAATGCACGCGCT GGACGT TTTGAACGG
GGCGT GGAAAAAGGCGCCT TCACCGGECGECCACCCAGT CACGCAT GGGCCCCT TCGAGCGG
GGCGT CGAGAAGGGAGCCTACACT GGCIB‘OAAATOA\GI' CCCGECCGEEECGT TTTGAGCGA

%k *k%k %%k *k*k **k *kk*% **k *kkkk*%x * k% *%k %% %%k %%k %%

GCCAACGGCGGCACCATCTTTCTTGATGAGGT GATCGAAT TGACGCCGAGGECTCAGECC
GCCAACGGCGGCACCATCTTTCTTGATGAGGT GATCGAAT TGACGCCGAGGECCCAGECC
GCCGACAAGGGCACCATCT TCCTTGACGAGGT GATCGAACT CAGCCCGCGCGCTCAGECC
GCCCATGGCGGCACCATAT TCCTGGACGAGGT AGTAGAGCT TACGCCCCGAGCCCAGGCA

*kk ok kkkkkkkk kk K*k K*k kkkk*k * kK * ok * % * kk kkkk*k

ACCCTGCTACGGGT AT TGCAGGAAGGAGAGCT AGAGCGGEGT CGGECGECGACCGCACGCGA
ACCCTGCTACGGGT AT TGCAGGAAGGAGAGCT AGAGCGGEGT CGGECGECGACCGCACGCGA
AGT CTGCTGCGCGT GCTGCAAGAAGGCGAGCT GGAGCGAGT TGGCGACAACCGCACGCGEC
ACCTTGCT GAGGGT CCTGCAGGAAGGCGAACT GGAACGGEGT GGGT GACAATCGCACGCGEC

* * % %k % * k% kkkk k*kkkk*k *k*k *k*k *k*k *k*k *k*k *k*k *k *k *k *kkkkkkk*%

AAGGT CGACGT GAGGT TAAT CACCGCAACAAACGAGAACCT GGAAGAGGECGGTCAAGATG
AAGGT CGACGT GAGGT TAAT CACCGCAACAAACGAGAACCT GGAAGAGGCGGTCAAGATG
AAGATCGACGT AAGGGT TAT CGCCGCCACCCACGAGGACCT GGCCGAAGCGGT CAAGECC
TCAGT CAACGT CCGT GTAAT CGCCGCCACCAAT GAGAGCCT TGCCGAGECGGT TGAGAGC

*k kkkk * * kkk Kkkkk Kk *  kkk *kk ok Kk kkkkk * %

GGECGCTTTCGCGCAGACCTGT TCTTTCGECTGAATGT TTTTCCCGT GCAGATCCCGCCG
GGECGCTTTCGCGCAGACCTGT TCTTTCGECTGAATGT TTTTCCCGTGCATATCCCGCCG
GGCCGTTTTCGCGCCGACCTGTACTACCGACT GAACGT TTTCCCGGT GECGAT CCCGECG
GGCAAGT TCCGGGCAGATCTTTACTACCGT CTGAATGT TTTCCCGGTAAAGAT TCCACCC

* % *%k %% %%k %%k %%k *x %% *k%k *kkkkk *kkkkk*k *k*k k% * % k% *

TTGCGCGAGCGCGT GGAAGACAT CCCGCTGCTGGT CGAGCAT TTTCTCAGAAGGCACCAT
TTGCGCGAGCGCGT GGAAGATATCCCGCTGCTGGTCGAGCATTTTCT TAGAAGGCACCAT
TTGCGCGAACGCCGCGAGGACATTCCACTGCTGGT TGAGCACT TCCTGCAGCGCTTCCAC
CTGCGGEGAGCGCCTGGAAGACCTGCCATTAT TGGCGGAACAT TTCCTCAAGAAGT TCCAC

*kk*k *k*k *k*% * % k% * k% * * % % *%k *k%k %%k k% * % %
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600
555
554
555

660
615
614
615

720
675
674
675

780
735
734
735

840
795
794
795

900
855
854
855

960
915
914
915

1020
975
974
975

1080
1035
1034
1035

1140
1095
1094
1095

1200
1155
1154
1155

1260
1215
1214
1215

1320
1275
1274
1275



t bR AAGGAATACGGCAAGAAGACT CTTGGECCT GTCTGAT CGAGCGATGGAGGCCTGCCTCCAC 1380

xy! RoW\D AAGGAATACGGTAAGAAGACTCTTGECCTGT CTGAT CGAGCGATGGAGGCCTGCCTCCAC 1335
dnpRCF600 CAGGAGTACGGCAAGAGAACCCT CGECCTTTCAGACAAAGCCCTGGAGGCCTGCCTGCAT 1334
t ouROX1 ACGGAATACAACAAACGGACCCTGGGTCT TTCAGACAAAGCCCT CGCCCT GIGCCTGAAT 1335
t bR TACCAAT GGCCAGGCAATAT CCGCGAGCT GGAGAACGCCCT TGAGCGCGEEGTGATTGIC 1440
xyl RpWAD TACCAAT GGCCAGGCAATAT CCGCGAGCT GGAGAACGCCCTTGAGCGCGEEGTGATTCTT 1395
dnmpRCF600 TACAGT TGGCCGGECAATAT CCGT GAGCTGGAGAACGT CATCGAGCGCGGECATCATCCTC 1394
t ouROX1 TACCGCT GGCCAGGCAATAT TCGGGAGCT TGAAAACGT AATCGAGCGGEECGTAATCCTT 1395
* % % kkkkk K*kkkkkkk*k **k *kkkk*k **k *kk*% * *kkkk*k k% * k% *
t bR ACCGAGAGCAACGAAAGCATCAATGTCGAGT CCCTGI TCCCCGEGTTAECG: - - - ATGEC 1496
xy! RoW\D ACCGAGAGCAACGAAAGCATCAATGTCGAGTCGCTGT TCCCGEEGT TGECG: - - - ACGGC 1451
dnpRCF600 ACCGAT CCGAACGAAAGCAT CAGCGT GCAGGCGCTGI TCCTACGGEGECGCCEE - AAGAGC 1452
t ouROX1 ACCGACAACAACGAAT CCATCAGCCAGGACTCCCTATTCGCAGICT TTCCGGCCAATTGC 1455
t bR IEEEEEEEEE ACCGAAGGCGACAGCCTATCAAGCGAGCECCCGI TGS - - - - - - AGGAGG 1540
xyl RpWAD T---cve--- ACCGAAGGCGACAGGCTAT CGAGCGAGEECCEGITEG - - - - - - AGGAGG 1495
dnmpRCF600 CG&C---- AGACCGCCAGCGAGCGGEGT GTCGT TGGACGECGT GCTGATTCAGCCAGGCAA 1507
t ouROX1 TCT! GAAAAAGGCT ATGAGT CAGTGGATGT TGA\GGGA\OA\TCT GGT ACAGGAGG - GCIB‘CIZT 1513
* ** * % * %
t bR AGTCCGG- - - TGACAGITGGT TTAGGCAAATTATCGACCAG- GECGTCAGTCTCGAGGAT 1596
xyl RpWAD AGTCCGG- - - TGACAGITGGT TTAGGCAAATTATCGACCAG- GBCGTCAGCCTCGAAGAT 1551
dnpRCF600 TGGECCAG - - - GGCAGI TGGATCAG- CCAGT TGT TGAGCAGCGGECCT GAGCCTCGACGAG 1562
t ouROX1 CCTCCAAAGT TGGAGGCT GGGECGGAGCAAATTCTTGAA- AGTGCGATCAGCCTCGATGAA 1572
t mbR CTCGAGGCGGEGT TTAATGCGCACGGECCATGGACCGT TGTGGGCAGAATATCTCACAGECG 1656
xy! RoW\D CTCGAAGCGGGT TTAATGCGCACGGECCATGGACCGT TGTGGGCAGAATATCTCACAGECG 1611
dnmpRCF600 ATCGAGGAAAGCCT GAT GCGCGAAGCCAT GCAACAGGCCAACCAAAACGT CTCCGGTGCC 1622
t ouROX1 GT'GGAAGAGACGCT CATGCACAGAGCCAT GGAGCAGGCCGATCACAACGTATCCAGAGCA 1632
* k*%* % * k*kk*kk*k*k % *kkkkk*k * * * % k% * k% * %

t bR GCGCGGT TGCTGGEGAT TGACCCGCCCGECAATGECCTATCGACTTAAGAAGE- - - TTGAC 1713
xyl RpWAD GCGCGGT TGCTGGEGAT TGACCCGCCCGECAATGECCTATCGACTTAAGAAGE- - - TTGAC 1668
dnpRCF600 GCGCGCTTGCTCGGECCTAAGCCGACCGGECACT GGCCTATCGGECTGAAGAAAA- - - TCGEC 1679
t ouROX1 GCCCGCATTCT TGGACT GACACGCCCGGECTCTGGECCTACAGACT GAAGAAAAAAACIBGGC 1692
tnbR CCC- - AGCCTATCT EICARACCARCEEEO0EATIAC 1746

xy! RoW\D CCC- - AGCTTATCTGTGAAAGCAATGGGECCGATAG 1701

dnmpRCF600 ATCGAAGCCTAG ---------------------- 1691

t ouROX1 ATTTTTTCTGAAGCCTGA- - --------------- 1710

*

Figura 72: allineamento delle sequenze nucleotidiche tmbR duida TMB, xyIR di P.
putida mt-2, dmpR di P. sp. CF600 e touR di POs$1. Sono evidenziate le regioni a cui sSi
appaiano i primers utilizzati per I'isolamento dnbR-like.

Il genetmbRmostra il 98% di identita nucleotidica caplR, mentre conouRe dmpRsi
registra il 66% e il 70% di identita, rispettivantenLa sequenza tinbRsi caratterizza per la
presenza di una regione al 5’ di 45 bp che mandla altre sequenze analizzate. Il primer
senso Nde-Tmb for, utilizzato per isolare il ganmbR-likedal genoma dP. sp. OX1, é
omologo alla estremita 5’ del getrabRdi P. putidaTMB (fig. 72). L'elevata percentuale di
identita nucleotidica esistente tra il geanmbRe xylR e la presenza, nel genomaPdisp. OX1,
degli operonixyl genera una buona probabilita di isolare il gendifmante xylR anziché |l
genetmbR-like la natura del primer for dovrebbe consentireetitzonare solo il genenbR-
like di interesse.
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Per I'isolamento del genenbR-likee stata allestita una reazione di PCR, realizzata
utilizzando il DNA genomico dP. sp. OX1 come stampo e la coppia di primers Nde-Tmb
for/Bam-Tmb rev (par. 2.28): é stato prodotto uicaramplificato di circa 1700 bp (fig. 73),
visibile su gel allo 0,8% di agarosio. La bandataasquindi isolata dal gel e clonata nel

vettore plasmidico pGEMT-Easy (fig. 74).

1700 bp

Figura 73: Amplificazione del gene tmbR-like dal DNA genomdc®. OX1. Sono
presenti gli 1 kb DNA ladders.
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NdeI - tmbRlike —BamHE J

-

Amp lac

pGEM-T Easy

ori

Figura 74: rappresentazione schematica del clonaggio del genidR-like in pGEM-T
Easy

Il plasmide ricombinante, denominato pGEMT-TmbRIike stato utilizzato per
trasformare cellule dt. coli del ceppo DH&. Da alcune delle colonie selezionate risultate
positive allo screening effettuato mediante colB@R, usando i primers specifici per il gene,
e stato estratto il DNA plasmidico, successivamesu#oposto a sequenziamento con i
primers universali T7 ed SP6. La sequenza deluxigéinga 1746 bp (fig.75).
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1 60
ATGT GCTGCGEEEECEGAT CATCCCGATAAAAACAAGAGAAAAACAATGTCGCTTATATAC
AAACCCAAGAT GCAGCATGAGGATATGCAAGACCT TATCAGCCAGATCCGT TTCGI TGCC
GCCGAAGGCAAGAT CTGECT GEGAGAGCAGCGCATGCTGCTAATGCAGCTATCTACCCTG
GCCAGCTTCCGCCGCGAAAT TATCAGCT TGATCGGECATCGAGCGEGEECCAAGGGITTCTTC
CTGCGGTTGGECTAT CAGT CCGECCT GATGGAT GCCGAGCT GGCACGCAAGCT GCGECCG
GCCAT GCCCGAGGAGGAGGT GT TCCTGECTGEGCCTCAAT TGTACGCGCT CAAGGGEGAT G
GICAAAGT ACGCT TGCTGACGATGGATATCGCCATCCGEGACGGACGT TTCAACGT GGAG
GCCGAGTGGATTGATTCCTTTGAAGT GGATAT CTGCCGAACT GAGCT GGGCCTGATGAAT
GAGCCCGT CTGCTGGACGGT GCTAGGCTATGCTAGCGECTATGGT TCGECATTCATGGEEC
CGCAGAATCATTTTCCAGGAAACTAGCT GT CECGGEGT GCGGT GACGATAAATGCCTTATC
GTIAGGCAAGACCGCAGAAGAGT GGGGECGAT GT CAGCAGT TTCGAAGCCTACT TCAAAAGC
GACCCGAT CGTAGACGAGCGCTACGAGCT GCAGACCCAGGT TGCCAACCT GCGCAACCGC
CTGAAGCAGT ACGAT GGGECAGT AT TACGGCAT TGGECCATTCGCCAGCCTACAAGCGCATC
TGTGAGACCAT CGACAAGCT GCACGCGECAAGGT TTCGGT TCTGCTACTGEGTGAGACT G
GGGT GEGCAAGGAGGT AAT CGCGCGCAGCGT GCAT TTGCGCAGT GAGCGCGCAGAAGCAA
CCCTTCGTI CGCGEGT GAACT GT GCGECAAT TCCGCCGGATCTGATCGAGT CGGAACTGTI TT
GGTGICGATAAGGGCGCCTATACGEECECGEGET CAATGCACGCGCTGGACGT TTTGACGEG
CCAACGGCGGECACCATCTTTCTTGATGAGGT GATCGAAT TGACGCCGAGEGECCTCAGECC
ACCCTGCTACGGGTAT TGCAGGAAGGAGAGCT AGAGCGEEGT CGECGEECGACCGECACGCGA
AAGGT CGACGT GAGGT TAAT CACCGCAACAAACGAGAACCT GGAAGAGGECGGTCAAGATG
GGGCGCTTTCECGECAGACCTGT TCTTTCCECTGAATGTI TTTTCCCGT GCAGAT CCCGCCG
TTGCCCGAGCGCGT GGAAGACAT CCCGECTGCTGGT CGAGCAT TTTCTCAGAAGGCACCAT
AAGGAAT ACGECAAGAAGACT CTTGGECCT GT CTGATCGAGCGAT GGAGGCCTGCCTCCAC
TACCAAT GGCCAGGCAATAT CCGCGAGCT GGAGAACGCCCT TGAGCGECGEEEGTGATTCTC
ACCGAGAGCAACGAAAGCATCAATGT CGAGT CGCTGT TCCCCGEGT TEGGCGATGECTACC
GAAGCCGACAGECTATCAAGCGAGGEECCEGT TGGAGGAGGAGT CCGGTGACAGTI TGGTTT
AGGCAAATTAT CGACCAGGGECGT CAGT CTCGAGGAT CTCGAGECGEGT TTAATGCGCACG
GCCATGGACCGT TGT GGECAGAATAT CT CACAGECGECGECEET TGCTGEGAT TGACCCGEC
CCGGCAATGGCCTATCGACT TAAGAAGCT TGACCCCAGCCTAT CTGT GAAAGCAACGEEC
CGATAG

Figura 75: sequenza nucleotidica del gene tmbR-like. Sonoatidn rosso i siti di
inizio e di fine della trascrizione
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Un’analisi piu approfondita della sequenza del gembR-like e stata realizzata
mediante I'uso di programmi disponibili in internét particolare si € voluta verificare la
percentuale nell'identita di sequenza esistentéd gene isolato d&seudomonasp.OX1 e i
geni omologhi da specie diverseRtieudomonas.

Gli allineamenti tra le sequenze sono stati reatizeon I'ausilio di programmi quali
Clustal W disponibile all'indirizzo internehbttp://www.expasy.org

La sequenza del gemmbR-likedaP. sp. OX1 mostra il 98% e il 99% di identita con il

genexylRdaP. putidamt-2 e daP. putidamt-53, rispettivamente; I'identita di sequenzailtra
genetmbR-likedaP. sp. OX1 e il genémbRdaP.putida TMB e del 99%; I'allineamento tra
la sequenza del getmbR-likedaP. sp. OX1 con i geriouRdaP. sp. OX1 e il genempR
daP. sp.CF600 mostra un’identita del 67% e del 70%, rispattente.

La traduzione della sequenza del gdn®R-like e stata effettuata utilizzando il

programmarlraslatedisponibile al sito interndtttp://www.expasy.orgAllo stesso indirizzo

internet, il programm&®&rotParamha permesso 'analisi della struttura primaridalptoteina
TmbR-like, definendo caratteristiche chimico-fissatome il pl e il peso molecolare.

L’analisi della sequenza nucleotidica del gembdR-likerivela una ORF che codifica
per una putativa proteina di 588 amminoacidi, canpaso molecolare di 65,84 kDa ed un

teorico pl di 8,43 (Fig. 76).

MCCGADHPDKNKRKTVBL I YKPKMOHEDMQDL | SQI RFVAAEGKI W.GEQRMLLMQLSTL
ASFRREI | SLI G ERAKGFFLRL GYQSGL MDAEL ARKL RPAVREEEVFLAGPQL YALKGM
VKVRLLTMDI Al RDGRFNVEAEW DSFEVDI CRTEL GLMNEPVCOWTVL GYASGYGSAFMG
RRI | FQETSCRGCGDDKCL| VGKTAEEWEDVSSFEAYFKSDPI VDERYEL QTQVANLRNR
LKQYDGQYYG GHSPAYKRI CET| DKL HAARFRFCYW/RL GMARRUAGSRAACI CAVSAQ
KQPFVAVNCAAI PPDL| ESEL FGVDKGAYTGAVNARAGRFDGPTAAPSFL MRUAGSNUAG
RRGPQATL L RVL QEGEL ERVGGDRTRKVDVRL | TATNENL EEAVKMGRFRADL FFRLNVF
PVQ PPLRERVEDI PLLVEHFLRRHHKEYGKKTL GL SDRAVEACL HYQWPGNI REL ENAL
ERGVI LTESNES| NVESLFPGLAMATEGDRL SSEGRLEEESGDSWFRQ | DQGVSLEDLE
AGLMRTAVDRCGQNI SQAARL L GL TRPAMAYRL KKL DPSL SVKATGRSt op

Figura 76: Putativa sequenza amminoacidica del regolatore R+ike da P. sp. OX1.
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Come fatto precedentemente per le sequenze nulitd®j € stato interessante
procedere all'allineamento della sequenza ammiddazirelativa alla proteina TmbR-like
con quelle di altri regolatori NtrC-like. Le perdeali di identita delle sequenze proteiche

sono riportate nella tabella in figura 77.

1 Xyl R PUTI DAt 2p\WA 566 2 Xyl R PUTI DAMt 53pW\63 566 98
1 Xyl R PUTI DANt 2p\WA 566 3 TnbR PUTI DAt b 581 98
1 Xyl R PUTI DANt 2p\WAD 566 4  TnbR ike POX1 587 90
1 Xyl R PUTI DANt 2p\WA 566 5  TouR POX1 569 65
1 Xyl R PUTI DANt 2p\WA 566 6  DnpR CF600 563 66
2 Xyl R PUTI DANt 53p\W\63 566 3 TnbR PUTI DAt b 581 99
2 Xyl R PUTI DANt 53p\W\3 566 4  TnbR ike POX1 587 91
2 Xyl R PUTI DANt 53p\W\63 566 5  TouR POX1 569 65
2 Xyl R PUTI DAMt 53pW\63 566 6  DnpR CF600 563 66
3 TnbR PUTI DAt mb 581 4  TnbR ike POX1 587 91
3 TnbR PUTI DAt b 581 5  TouR POX1 569 65
3 TnbR PUTI DAt b 581 6  DnpR CF600 563 66
4  TnbR ike POX1 587 5  TouR POX1 569 57
4  TnbRike POX1 587 6  DnpRC F600 563 58
5  TouR POX1 569 6  DnpR CF600 563 71

Figura 77: In rosso le identita di sequenza amminoacidica {fa)la proteina TmbR-like di
P. sp. OX1 e altri regolatori NtrC-like.

Per confermare |'esatta natura del regolatore TrikeRsi procedera con I'isolamento
del cDNA TmbR-likemediante RT-PCR, usando come stampo I'RNA totsiieto daP. sp.
OX1 cresciuto su terreno M9 arricchito con malatopresenza di fenolo o d-cresolo per
indurre I'espressione dei geni catabotmi e phe Vista la straordinaria identita di sequenza
nucleotidica presente fra il getrabR-likee il genexylR, esiste la possibilita che la strategia
adottata per I'isolamento dinbR-likedal genoma dP. sp. OX1 abbia portato ad isolare |l
gene xylR-like. Infatti, P. sp. OX1 conserva i geni per il catabolismondi e p-xilene
omologhi ai genkyl di P. putidamt-2. | genixyl-like sono silenti: solo I'esposizionena e p-
xilene potrebbe attivare questmthway catabolico e silenziare itou pathway per il
catabolismo di toluene e dixilene. Quindi, in presenza di induttori catabiotjaali fenolo o
o-cresolo, i genixyl-like non vengono espressi: in questo modo la cellutaoéetta da un

sovraccarico metabolico.

168



Il passo successivo per realizzare la caratteri@amazstrutturale e funzionale della
proteina TmbR-like sara I'isolamento del gengR-likedal plasmide pGEMT-TmbRIike in
cui é stato clonato, mediante digestione con ghirendi restrizioneNdd e BanHl, che
trovano i loro siti nucleotidici di riconoscimenddi’estremita 5’ e 3’ della sequenza. L'inserto
escisso sara poi clonato nel vettore di espresgiBii@2b(+), anch’esso previamente digerito
con Ndd e BanHlI. Il costrutto pET-TmbRIike potra essere utilimzager I'espressione del
regolatore TmbR-like.

169



Capitolo 4

Conclusioni

Pseudomonasp. OX1 utilizza, come unica fonte di carbonio e dirgme I'o-xilene, il
toluene, i cresoli ed alcuni dimetilfenoli. Quest@pacita permette che tale microrganismo
possa essere efficacemente impiegato per interdertiorisanamento di aree inquinate da
composti di natura aromatica.

La degradazione dei substrati aromatici procedaatso la progressiva ossidazione
dellanello aromatico catalizzata dalla Toluemeilene Monoossigenasi (ToMO) e dalla
Fenolo idrossilasi (PH): tali complessi multienztrmiacostituiscono lupper pathwaydella
via degradativa. Sia ToMO che PH presentano uneraigile di substrati e pertanto la loro
funzione appare ridondante.

Le molecole prodotte nellpper pathway(catecoli e catecoli metil-sostituiti) sono poi
convertite, dagli enzimi débwer pathwayjn intermedi del ciclo di Krebs. I primi enzimi del
lower pathwaydel batterio sono la catecolo 2,3 diossigenasj3Cp, enzima responsabile del
taglio extradiolico dell’anello aromatico, la seidigide 2-idrossimuconica deidrogenasi
(HMSD) e la semialdeide 2-idrossimuconica idro(&HSH).

P. sp. OX1, a livello fenotipico, non mostra alcuna simitline con i ceppi TOL,
sebbene conservi le informazioni genetiche pentalwolismo di m- e p-xilene. Infatti, nel
suo cromosoma mappano gexyl codificanti un pathway catabolico omologo al TOL
pathwaydi Pseudomonas putidant-2. Il primo enzima del TOlupper pathwaye la xilene
monoossigenasi (XMO). La contemporanea espressiod®O e di TOMO sembra essere
letale per il microrganismo. E stato dimostratdatii, che i due isomeri dello xilene sono
parzialmente degradati da ToMO in composti estreemden tossici, il 3,5- e il 3,6-
dimetilcatecolo. Per salvaguardare la cellula dadksicita di tali composti, i genyl non
sono espressi, ma la loro conservazione confersceantaggio selettivo alla popolazione
batterica.

Pseudomonasp. OX1 e il primo ceppo che degrada il toluenecim un operone
codificante una toluene-monoossigenasu (operon)é stato trovato associato ad un operone
dmp-like(phe operonh Si ritiene che, in questo ceppo, il cluster gemaodificante ToMO sia
stato recentemente acquisito ed incorporato in wiaapreesistente per il catabolismo del

fenolo.
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L’acquisizione di un’attivita enzimatica in gradd donvertire gli idrocarburi in
composti fenolici che possono cosi essere ultesaten degradati attraverso plathway
preesistente, rappresenta un esempio di espangiotieale che risulta, inoltre, nelle attivita
enzimatiche ridondanti di ToMO e PH per la convarsidei fenoli in catecoli.

E noto il meccanismo che regola I'espressione deitguin P. sp. OX1: un regolatore
trascrizionale appartenente alla famiglia deglivatori NtrCdike, detto TouR, controlla
positivamente I'espressione di ToMO, che vienectitie a partire da un promotoret(R)
sigma-54 dipendente.

L’obiettivo principale del presente lavoro di tésstata la comprensione delle proprieta
cataboliche di alcuni enzimi deleta cleavage pathwaggsponsabili delle peculiari capacita
degradative del batteriBseudomonasp. OX1; inoltre é stata effettuata la caratterizzagion
del promotore dell'operongheper arrivare alla comprensione dei meccanismivadinnella

regolazione dell’'espressione di quegtthway Tale progetto si € articolato in diversi punti.

In primo luogo, il lavoro di ricerca € stato indizato alla caratterizzazione biochimica
degli enzimi Phe ADA e HOA ddbwer-meta pathwayli P. sp. OX1. L’'operonephe di
Pseudomonasp. OX1 presenta la stessa organizzazione gerli@pdrone dmp per il
catabolismo dei dimetilfenoli dPseudomonassp. CF600. Le proteine ADA e HOA,
codificate dai genpheF e pheG rispettivamente, si associano in un complessaretico
bifunzionale grazie al quale il prodotto dell'aldsi HOA, l'acetaldeide, e incanalata
direttamente verso il sito attivo di ADA, proteggenla cellula dalla sua tossicita. La
deidrogenasi ADA trasforma I'acetaldeide in ac€dA. Quest'ultimo e il piruvato, prodotto
da HOA insieme all’acetaldeide, sono i prodottafirdel pathwayche verranno incanalati nel
ciclo degli acidi tricarbossilici. Questo studio imiziato con il clonaggio dei geni, per
proseguire poi con l|'espressione e la purificaziodelle proteine ricombinanti.
Successivamente e stata condotta una caratteoneazcinetica dell'enzima ADA,
impiegando estratti cellulari d&. coli esprimenti entrambe le proteine. Sono stati reatizz
una serie di saggi che hanno permesso una priragazaine della Km per I'acetaldeide che
si puo definireapprossimativadato che non sono stati condotti saggi sull’enzpusficato
ma sull’estratto proteico totale di un ceppdedcoli esprimente I'enzima d’interesse. Risulta
chiaro che, in assenza di test relativi ad HOA, esegui per la difficolta di sintesi del
substrato, questi dati non permettono di dimostitazerretto assemblaggio e funzionamento
del complesso enzimatico bifunzionale ADA-HOA ridomante. Studi condotti sulle
proteine omologhe dt. coliK12, hanno messo in evidenza che la deidrogenasi MphF)
funziona come una proteirghaperonper il correttofolding della aldolasi HOA (MphE).
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Sembra che I'espressione delle due proteine si@ @d un meccanismo che previene un
eccesso di produzione di MphE, che non pud assumaemeia conformazione nativa in
assenza di MphF. Quanto riportato per le proteipéMe MphE dE. coli K12 ed il valore di
Km registrato nei nostri saggi, molto simile allamkper I'acetaldeide trovata per ADailde-
type di Pseudomona€F600, puo far ipotizzare che I'aldolasi HOA siegente nei nostri
campioni e possa formare un complesso con ADA amamente attivo. Se cosi non fosse
avremmo probabilmente riportato per ADA un’attivié@zimatica molto piu bassa, indice

dell’assenza o dell'inattivita di HOA.

La seconda parte del progetto ha portato allatesiztazione del complesso enzimatico
Xyl-like ADA-HOA. Pseudomonassp. OX1 e capace di utilizzare-xilene, il piu
recalcitrante alla degradazione tra gli isomeriadeillene, come substrato di crescita, ma non
puo utilizzarem- e p-xilene come fonte di carbonio ed energia. L'isolatoedi rari mutanti in
grado di degradarer+ e p-xilene e non piu capaci di crescere in presenze-xdiene ha
suggerito che irP. sp. OX1 gli enzimi coinvolti nel catabolismo deingposti aromatici
fossero codificati da geni cromosomici. Eventi girrangiamento genetico sono alla base
della comparsa di questi mutarfd: sp. OX1 e potenzialmente capace di metabolizzée i
isomeri dello xilene ma questa capacita metabolaraé espressa simultaneamente.

I geni xyl-likeQK, codificanti le proteine ADA e HOA, sono stati isblaal DNA
genomico diP. sp. OX1 quindi sono stati realizzati sistemi @etdro espressione ia. coli.
Estratti cellulari contenenti gli enzimi ricombirtaisono stati utilizzati per realizzare una
parziale caratterizzazione cinetica della deidragenxyl-like ADA. Successivamente,
utilizzando le coordinate spaziali di DmpF e Dmpé&pdsitate nella banca dati PDB, é stato
realizzato uno studio dhomolgy modelingper costruire i modelli 3D delle proteine
ricombinanti.

La caratterizzazione strutturale degli enzimi ricomanti ADA e HOA ha portato
all'elaborazione di strutture 3-D praticamente spyonibili allo stampo, rappresentato dalle
strutture cristallografiche delle proteine DmpF ez diP. CF600. Inoltre, i dati ottenuti
dalle analisi cinetiche mostrano una efficienzaaldata di ADA xyl-like maggiore

dell’efficienza mostrata da ADA phe.
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La terza parte della ricerca ha portato all'isolatoedel promotore dell’'operonghe.La
putativa regione promotrice € stata isolata mediémproduzione di frammenti di restrizione
del cosmide pFB3411 che comprendono l'intera regjidattora sconosciuta, che separa il
cluster pheda quellatou. L'analisi di sequenza nucleotidica e iniziataaatipe dalla sequenza
nota della prima subunita K del complesso PH edbsgguita fino a coprire I'intera regione
promotrice dell’operonghe Tale regione € stata quindi caratterizzata meelianalisiin
silico. Inoltre, utilizzando estratti proteici dd. sp. OX1 cresciuto in presenza di fenolo e
frammenti biotinilati del promotore, e stato idéicto, mediante esperimenti di south-
western e spettrometria di massa LC MS/MS, un patafattore di regolazione della

trascrizione dei gerphe indicato come TmbR-like.

Le conoscenze fin'ora acquisite riguardo alle slagitivita enzimatiche coinvolte nel
catabolismo dei composti aromatici Rseudomonasp. OX1 e le informazioni relative ai
meccanismi che regolano l'espressione dei genibolta sono il punto di partenza per
arrivare ad impiegare questo microrganismo pervetdi di biorisanamento.

Nel batterioP. sp. OX1, cosi come in tutti i ceppi battericidia studiati, ipathway
metabolici tendono a convergere. | primi enzimi piethway in questo caso ToMO e PH, si
caratterizzano per una bassa specificita di subserajuindi per la capacita di ossidrilare un
gran numero di composti aromatici. Al contrario g@hzimi successivi divengono
progressivamente piu specifici, consentendo I'edione di poche molecole npathway
metabolici centrali. Alterare la specificita di stitato di un enzima localizzato in punti chiave
del pathwayimplica che le caratteristiche degli enzimi cheusegp debbano necessariamente
accordarsi con le nuove proprieta cataboliche. dratterizzazione delle attivita dell’operone
phedi P. sp. OX1 puo portare nella creazione dilower pathwaymodificato in grado di
degradare, ad esempio, i prodotti ottenuti in degai taglio dell’anello aromatico da parte
della C2,30 che altrimenti non sarebbero metabatiizinoltre, la capacita metabolica del
batterio in esame pud essere incrementata attlenmzionale alterazione delle proprieta,
quali la specificita di substrato, I'efficienza altica o la regioselettivita, dei primi enzimi del
pathway i complessi TOMO e PH. Con riferimento agli stuighortati nella prima parte del
presente progetto di tesi, gli enzimi ADA ed HOAtnebbero essere utilizzati nella
costruzione di un nuovpathwayin grado di metabolizzare I'acetaldeide, altrimeassica

per la cellula.

173



In generale, I'evoluzione di enzimi rilevanti pdrrecupero ambientale € possibile
grazie a tecniche quali mutagenesi random, mutagesi®-specifica, DNA shuffling: in
questo modo é possibile generare nymathwayscatabolici, ingegnerizzangathwaysper la
degradazione di composti particolarmente recaltitra sviluppare processi biocatalitici per
la produzione di composti utili. Inoltre, le pratei di regolazione associate @athways
catabolici possono essere utilizzate per la costnezdi biosensori.

| biosensori rappresentano un modo molto semplicdi dacile impiego per la
rilevazione degli inquinanti nel’lambiente. La maggparte dei biosensori realizzati sono
costituiti da regolatori quali DmpR o XyIR, cheiaino I'espressione di un gene reporter.
Questi biosensori hanno una capacita di rilevazamiBinquinante limitata a quelle molecole
che sono i naturali effettori del regolatoaséld-type Lo sviluppo di regolatori mutanti puo
portare alla creazione di biosensori in grado thvdare anche molecole che non sono

riconosciute come gli effettori naturali dalla piota di regolazione.
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ADA
ATP

bph

BSA
C2,30
CDE

CDI

CoA
dmp
DmpR
dNTP
DTT
EDTA
ESI

FAD, FADH,
HMS
HMSD
HMSH
HOA
IPTG
MS/MS
MSA-HC
MSA-COOH
MOPS
NAD(P)"
NAD(P)H
nah
NahR
NtrC

APPENDICE A

Abbreviazioni

aldeide deidrogenasi (acetilante)

adenosina 5'-trifosfato

catabolismo di (cloro-)bifenili

Bovine Serum Albumin

catecolo 2,3 ossigenasi

catecolo diossigenasi extradiolica

catecolo diossigenasi intradiolica

coenzima A

catabolismo del fenolo/dimetilfenolo
regolatore dell'operone dmp

deossinucleotidi 5'-trifosfato

Dithiothreitol

etilendiammino tetraacetato disodico
ElectroSpray lonization
flavin adenina dinucleotide e la sua forma ot
semialdeide 2-idrossimuconica

semialdeide 2-idrossimuconica deidrogenasi
semialdeide 2-idrossimuconica idrolasi
4-idrossi-2-oxovalerato aldolasi
iIsopropilB-tiogalattoside

massa tandem

methyl-substituted aromatic hydrocarbon(s)
methyl-substituted aromatic acid(s)
3-(N-Morpholino) Ethanesulfonic Acid
nicotinammide adenina dinucleotide (fosfato)des
nicotinammide adenina dinucleotide (fasjaidotta
catabolismo del naftalene

regolatore dell'operone nah (proteina)

nitrogen-regulatory protein C
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oD
40D
OEH
40l
ORFs
PAGE
PCR
PH
Phe
Promo
RP-HPLC
TCA
TDO
TMB
tod
TOL
ToMO
tou
TouR
TRIS
U
UASs
uv
VIS
X-Gal

Xyl

densita ottica

4-oxalocrotonato decarbossilasi
2-oxopenta-4-dienoato idratasi
4-oxalocrotonato isomerasi

open reading frames

Polyacrylamide Gel Electrophoresis
reazione a catena della polimerasi
phenol hydroxilase

operone di P.OX1

promotore di ToMO

Reverse Phase High Performance Liquid i@atography
ciclo degli acidi tricarbossilici

toluene diossigenasi

trimethylbenzene

catabolismo del toluene

plasmide pWWO per il catabolismo di toluediene
toluened-xilene monoossigenasi
toluenad-xylene utilization

regolatore di ToMO
tris(idrossimetil)-amminometano

unita enzimatiche

upstream activating sequences
ultravioletto

visibile
5-bromo-4-cloro-3-indoliB-D-galattoside

catabolismo din- e p-xilene/m- e p-toluato
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APPENDICE B

Abbreviazioni degli amminoacidi

Glicina Gly G
Alanina Ala A
Valina Val Vv
Leucina Leu L
Isoleucina lle I
Prolina Pro P
Fenilalanina Phe

Tirosina Tyr Y
Triptofano Trp W
Serina Ser S
Treonina Thr T
Cisteina Cys C
Metionina Met M
Asparagina Asn N
Glutammina GIn Q
Aspartato Asp D
Glutammato Glu E
Lisina Lys K
Arginina Arg R
Istidina His H

178



Bibliografia

¢ Achenbach, L. A., R. A. Bruce, U. Michaelidou, J. DCoates, (2001)Dechloromonas
agitata N. N. gen., sp. nov. anBechlorosoma suillumN. N. gen., sp. nov. Two novel
environmentally dominant (per)chlorate-reductingtbeaa and their phylogenetic position.
Int. J. Syst. Evol. Microbiol., 51, 527-533.

s APAT. Annuncio dei dati ambientaledizione 2003

s Applegate, B. M., S. R. Kehrmeyer, and G. S. Saylg(1998).A chromosomally based
tod-luXCDABE whole-cell reporter for benzene, toluene ykténzene, and xylene (BTEX)
sensingAppl. Environ. Microbiol., 64, 2730-2735.

« Arenghi F.L.G., Barbieri P., Bertoni G. and de Lorenzo V. (2001).New insights into
the activation ofo-xylene biodegradation irPseudomonas stutze®X1 by pathway
substratesEmbo reports, 5, 409-414

s Arenghi F.L.G., Berlanda D., Galli E., Sello G. andBarbieri P. (2001).Organization
and regulation ofmeta cleavage pathway genes for toluene amdylene derivative
degradation irPseudomonas stutzédiX1. Appl. Environ. Microbiol., 67, 3304-3308.

s Arenghi F.L.G., Pinti M., Galli E. and Barbieri P. (1999). Identification of the
Pseudomonas stutzediX1 toluenee-xylene monooxygenase regulatory gene (touR) and of
its cognate promoteAppl. Environ. Microbiol., 65, 4057-4063.

s Atlas, R. M., (1981). Microbial degradation of petroleum hydrocarbonsn a
environmental perspectiv®licrobiol. Rev., 45, 180-209

s Atlas, R. M., (1995).Petroleum biodegradation and oil spill bioremeadmatMar. Poll.
Bull., 31, 178-182.

% Baggi G., Barbieri P., Galli E. and Tollari S. (198). Isolation of aPseudomonas
stutzeristrain that degradesxylene.Appl. Environ. Microbiol., 53, 2129-2131.

% Baggi G., Catelani D., Sorlini C. and Treccani V. 1982). Microbial degradation of
methylbenzenes: metabolism of 1,2,4-trimethylbeezZayP. putida Ann. Microbiol. 32, 37-
45,

« Barbieri P, Arenghi FLG, Bretoni G, Bolognese F andGalli E (2001). Evolution of
catabolic pathways and metabolic versatility Rseudomonas stutze@®X1. Antonie van
Leeuwenhoek]9, 135-140.

« Barbieri P., Arenghi F. L. G., Bertoni G., Bolognes F. and Galli E. (2000)Evolution
of catabolic pathways and metabolic versatilityPiseudomonas stutzefX1. Antoine van
Leeuwenhoek, 79, 135-140

179



< Barbieri P., Palladino L., Di Gennaro P. and GalliE. (1993).Alternative pathways for
o-xylene or m-xylene and p-xylene degradation in a@seudomonas stutzerstrain.
Biodegradation, 4, 71-80

% Benson S. and Shapiro J. (1978)IOL is a broad-host-range plasmidl. Bacteriol.,
135(1), 278-80.

« Bertoni G., Bolognese F., Galli E. and Barbieri P(1996). Cloning of the genes and
characterization of the early stages of toluene axglene catabolism irPseudomonas
stutzeriOX1. Appl. Environ. Microbiol., 62, 3704-3711

< Bertoni G., Martino M., Galli E. and Barbieri P. (1998a).Analysis of the gene cluster
encoding tolueneixylene monooxygenase froRseudomonas stutzedixX1. Appl. Environ.
Microbiol., 64, 3626-3632

% Bertoni, G., S. Marqués, and V. de Lorenzo, (1998b)Activation of the toluene-
responsive regulator XylR causes a transcriptismatch betweers®* ands’® promoters at
the divergent Pr/Ps region of the TOL plasniidl. Microbiol., 27, 651-659.

% Bestetti G. and Galli E. (1987)Characterization of a novel TOL-like plasmid frden
putidainvolved in 1,2,4-trimethylbenzene degradatibrBacteriol. 169, 1780-1783.

< Boll, M., and G. Fuchs, (1995)Benzoyl-coenzyme A reductase (dearomatizing),\a ke
enzyme of anaerobic aromatic metabolism. ATP depecel of the reaction, purification and
some properties of the enzyme fr@mauera aromaticatrain K172.Eur. J. Biochem., 234,
921-933.

< Boll, M., G. Fuchs, J. Heider, (2002)Anaerobic oxidation of aromatic compounds and
hydrocarbonsCurr. Opin. Chem. Biol., 6, 604-611.

s Boll, M., S. J. P. Albracht, and G. Fuchs, (1997).Benzoyl-CoA reductase
(dearomatizing), a key enzyme of anaerobic aromatietabolism. A study of
adenosinephosphate activity, ATP stoichiometryhaf teaction and EPR properties of the
enzymeEur. J. Biochem., 244, 840-851.

+ Bolognese F., Di Lecce C., Galli E. and Barbieri H1999).Activation and inactivation
of Pseudomonas stutzemethylbenzene catabolism pathways mediated byarsosable
elementAppl. Environ. Microbiol., 65, 1876-1882.

+ Bradford M.M. (1976). A rapid sensitive method for the quantification microgram
quantities of protein utilizing the principle ofgiein-dye bindingAnal.Biochem., 72, 248-
254.

180



s Burlage, R. S., (1997). Emerging technologies: bioreporters, biosensorsd an
microprobesp. 115-123. In C. J. Hurst, G. R. Knudsen, M. Jindmey, L. D. Stetzenbach,
and M. V. Walter (ed.Manual of environmental microbiology. ASM Press stifagton, D.
C.

% Burlage, R. S., S. W. Hooper, and G. S. Sayler, 89). The TOL (pWWO) catabolic
plasmid.Appl. Environ. Microbiol., 55, 1323-1328.

s Cadieux E., Vrajmasu V., Achim C., Powlowski J. ad Munck E. (2002).
Biochemical, Mossbauer and EPR studies of diiramstek of phenol hydroxylase from
Pseudomonasp. strain CF60Biochemistry, 41, 10680-10691.

« Cafaro V, Scognamiglio R, Viggiani A, 1zzo V, Passa |, Notomista E, Piaz FD,
Amoresano A, Casbarra A, Pucci P, Di Donato A(2002). Expression and purification of
the recombinant subunits of toluene/o-xylene moggerase and reconstitution of the active
complex.Eur. J. Biochem., 269, 5689-5699.

s Cafaro V., Izzo V., Scognamiglio R., Notomista ERapasso P., Casbarra A., Pucci P.,
and Di Donato A. (2004)Phenol Hydroxylase and Toluene/o-Xylene Monooxggenfrom
Pseudomonas stutzediX1: interplay between two enzymesopl Environ Microbiol, 70(4),
2211-9.

« Chakraborty, R., and J. D. Coates, (2004)Anaerobic degradation of monoaromatic
hydrocarbonsAppl. Microbiol. Biotechnol., 64, 437-446.

% Chaloupkova, R. (2003), Modification of activity and specificity of haloake
dehalogenase from Sphingomonas paucimobilis UT2éngyneering of its entrance tunnél
Biol Chem, 278, 52622-52628.

% Chung C.T. and Miller R.H. (1988).A rapid and convenient method for the preparation
and storage of competent bacterial céllscleic Acid Research, 16, 3580

s Cladera A .M., de C Sepulveda-Torres L., Valens-Vaell M., Meyer J. M., Lalucat J.
and Valdées E. G. (2006)A detailed phenotypic and genotypic descriptionPsEudomas
strain OX1. Systemic and Applied Microbiology, 29, 422-430.

% Coates, J. D., R. Chakraborty, and M. J. Mclnerney,(2002). Anaerobic benzene
biodegradation-a new er@es. Microbiol., 153, 621-628.

s Coates, J. D., R. Chakraborty, J. G. Lack, S. M. Gonnor, K. A. Cole, K. S. Bender,
and L. A. Achenbach, (2001)Anaerobic benzene oxidation coupled to nitrate c&dn in
pure culture by two strains @fechloromonasNature, 411, 1039-1043.

< Damborsky, J., M. Damborska, S. Stipek, A. Jesenska. Trantirek, and V. Sklenar,
(2000). Effect of the carbon source on assessment of degydzhcteria with the spread-
plating technique duringp situ bioremediationFolia Microbiol., 45, 35-40.

181



s de Lorenzo, V. (1993). Engineering of alkyl- and haloaromatic-responsigene
expression with mini-transposons containing reg@agiromoters of biodegradative pathway
of Pseudomonassene, 130, 41-46.

% de Lorenzo, V. and Timmis K.N. (1994)Analysis and construction of stable phenotypes
in gram-negative bacteria withTn5- and Tn10-derivedhitransposonsMethods Enzymol.,
235, 386-405.

+ de Lorenzo, V., (2001)Cleaning up behind uEmbo reports, 2, 357-359

s Deeth R. J. and Bugg T. D. (2003)A density functional investigation of the extradiol
cleavage mechanism in non-heme iron catechol dexgge.J. Biol. Inorg. Chem., 8, 409-
418.

+ Delgado A. and Ramos J. L. (1994)Genetic evidence for activation of the positive
transcriptional regulator XylR, a member of the @Qitfamily of regulators, by effector
binding.J. Biol. Chem., 269, 8059-8062.

+« Di Lecce C., Accarino M., Bolognese F., Galli E. ahBarbieri P. (1997).Isolation and
metabolic characterization of Bseudomonas stutzemutant able to grow on the three
isomers of xyleneAppl. Environ. Microbiol., 63, 3270-3281.

+ Diamand, E. (1999).Genetically modified organism and monitoridgEnviron Monit, 1,
108-110.

< Drobnik, J. (1999). Genetically modified organisms (GMO) in bioremédia and
legislation.International Biodeterioration & Biodegradation, 43-6.

% Ellis, L.B., Hershberger C.D. and L.P. Wackett (199). The University of Minnesota
Biocatalysis/Biodegradation Database: specializegtabolism for functional genomics.
Nucleic Acid Res, 27, 373-376.

“ Ellis, L.B., Hershberger C.D. and L.P. Wackett (200). The University of Minnesota
Biocatalysis/Biodegradation Database: microorganigi@nomics and predictiorNucleic
Acid Res, 28, 377-379.

s Ellis, L.B., Hershberger C.D. and L.P. Wackett(2003). The University of Minnesota
Biocatalysis/Biodegradation Database: post-genaaia miningNucleic Acid Res, 31, 262-
265.

s Engesser K. L., Cain R. B. and Knackmuss H. J. (183. Bacterial metabolism of side
chain fluorinated aromatics: cometabolism of 3Juofomethyl (TFM)-benzoate by
Pseudomonas putida (arvillamt-2 and Rhodococcus rubropertinctudN657. Arch.
Microbiol., 149, 188-197

< Entsch B., Ballou D. P. and Massey V. (1976klavin-oxygen derivatives involved in
hydroxylation by p-hydroxybenzoate hydroxyla3eBiol. Chem., 2550-63.

182



% Fernandez S., de Lorenzo V. and Pérez-Martin J. (B%). Activation of the
transcriptional regulator XylR oPseudomonas putiday release of repression between
functional domainsMol. Microbiol., 16, 205-213

s Fetzner, S. and F. Lingens, (1994Bacterial dehalogenases: biochemistry, genetia$, an
biotechnological application®icrobiol. Rev., 58, 641-685.

% Gallegos, M.T., S. Marqués, and J. L. Ramos, (1996Expression of the TOL plasmid
xylS gene irPseudomonas putidaccurs from a'°-dependent promoter or froai’ ands>*
dependent tandem promoters according to the congposed for growthJ. Bacteriol., 178,
2356-2361.

% Gallert, C., G. Knoll, and J. Winter, (1991). Anaerobic carboxylation of phenol to
benzoate: use of deuterated phenols revealed cdabiox exclusively in the C4-position.
Appl. Microbiol. Biotechno) 36, 124-129.

s Galli, E., P. Barbieri, and G. Bestetti, (1992).Potential of Pseudomonasn the
degradation of methylbenzengs, 268-276in E. Galli, S. Silver and B. Witholt (ed.),
PseudomonasMolecular Biology and Biotechnologymerican Society for Microbiology,
Washington, D. C.

% Gibson J. and C. S. Harwood, (2002).Metabolic diversity in aromatic compound
utilization by anaerobic microbe&nnu. Rev. Microbiol., 56, 345-369.

s Gibson, D. T., G. J. Zylstra, and S. Chauhan, (1990Biotransformations catalyzed by
toluene dioxygenase fronPseudomonas putid&l, p. 121-132 in S. Silver, A. M.
Chakrabarty, B. Iglewski, and S. Kaplan (ed.), REeunonas: biotransformations,
pathogenesis, and evolving biotechnology. AmerBaaiety for Microbiology, Washington,
D. C.

% Gibson, D.T., M. Hensley, H. Yoshioka, and T. J. Mabry, (1970 Formation of (+)-
cis-2,3-dihydroxy-1-methylcyclohexa-4,6-diene from uehe by Pseudomonas putida
Biochemistry, 9, 1626-1630.

« Glick B. R., and Jack J. Pasternak. (1998)Molecular Biotechnology. Principles and
applications of recombinant DNA. Chapter 13: Bioegliation and use of biomass.

s Gorny, N. and B. Schink, (1994 a).Anaerobic degradation of catechol by
Desulfobacteriunsp. strain Cat2 proceeds via carboxylation toquatechuateAppl. Env.
Microbiol., 60, 3396-3400.

s Greated A, Lambertsen L, Williams PA, Thomas CM (202). Complete sequence of
the IncP-9 TOL plasmid pWWO0 from Pseudomonas putiaeviron Microbiol. 4(12), 856-
71.

183



% Haner, A., P. Hohener, and J. Zeyer, (1995pegradation op-xylene by a denitrifying
enrichment cultureAppl. Environ. Microbiol., 61, 3185-3188.

% Harayama S., Leppik R. A., Rekik M., Mermod N., Lelrbach P. R., Reineke W. and
Timmis K. N. (1986). Gene order of the TOL catabolic plasmid upper wathoperon and
oxidation of both toluene and benzyl alcoholdA product.J. Bacteriol., 167, 455-461

% Haro, M.A. and V. de Lorenzo (2001). Metabolic engineering of bacteria for
environmental applications: construction of Pseudioas strain for biodegradation of 2-
chlorotolueneJournal of Biotechnology, 85, 103-113.

% Heider, J.,and G. Fuchs, (1997)Anaerobic metabolism of aromatic compounésir. J.
Biochem., 243, 577-596.

« Heitzer, A., B. Applegate, S. Kehrmeyer, H. PinkartO. F. Webb, T. J. Phelps, D. C.
White, and G. S. Sayler, (1998)hysiological considerations of environmental aggilons
of lux reporter fusions]. Microbiol. Methods, 33, 45-57.

% Herrero, M., V. de Lorenzo, and K.N. Timmis (1990).Transposon vectors containing
conantibiotic resistance selection markers for icigrstable chromosomal insertion of foreign
genes in gram-negative bacteraBacteriol, 172, 6557-6567

% Hess, A., B. Zarda, D. Hahn, A. Haner, D. Stax, RHohener, and J. Zeyer, (1997)in
situ analysis of denitrifying toluene- anah-xylene degrading bacteria in a diesel fuel-
contaminated laboratory aquifer columdppl. Environ. Microbiol., 65, 2136-2141.

s Holtel, A., M. A. Abril, S. Marqués, K. N. Timmis, and J. L. Ramos, (1990).
Promoter-upstream activator sequences are reqémreeéxpression of theylS gene and
upper-pathwayperon on th®seudomona$OL plasmid.Mol. Microbiol., 4, 1551-1556.

* Hou, B.K., L.P. Wackett, and L.B. Ellis (2003). Microbial pathway prediction: a
functional group approacti.Chem Inf Comput Sci, 43, 1051-1057.

« Jain, R.K. and G.S. Sayler (1987)Problems and potential for in situ treatment of
environmental pollutants by engineered microorganidicrobiol. Sci., 4, 59-63.

« Jindrova, E., M. Chocova, K. Demnerova, V. Brenner(2002). Bacterial aerobic
degradation of benzene, toluene, ethylbenzene gedexFolia Microbiol., 47, 83-93.

% Kim S., Shin H. J., Kim Y., Kim S. J. and Kim Y. C. (1997) Nucleotide sequence of
the Pseudomonassp. DJ77 phnG gene encoding 2-hydroxymuconic semialdehyde
dehydrogenas®&iochem. Biophys. Res. Commun., 240, 41-45.

s Kimura, N. (1997). Functional analyses of a variety of chimeric digayases
constructed from two biphenyl dioxygenases that simailar structurally but different
functionally.J Bacteriol, 179, 3936-3943.

184



s King, J. M. H., P. M. DiGrazia, B. Applegate, R. Bulage, J. Sanseverino, P. Dunbar,
F. Larimer, and G. S. Sayler, (1990)Rapid, sensitive bioluminescent reporter technology
for naphthalene exposure and biodegradatarence, 249, 778-781.

s Kita A,, Kita S., Fujisawa |., Inaka K., Ishida T., Horiike K., Nozaki M. and Miki K.
(1999). An archetypical extradiol-cleaving catecholic digenase: the crystal structure of
catechol 2,3 dioxygenasenétayrocatechase) fronPseudomonas putident-2. Structure
Fold. Des., 7, 25-34.

s Klein, J., J. Altenbuchner, and R. Mattes, (1997)Genetically modifiedEscherichia
coli for colorimetric detection of inorganic and orgahig compoundsEXS, 80, 133-151.

s Koch, J., and G. Fuchs (1992).Enzymatic reduction of benzoyl-CoA to alicyclic
compounds, a key reaction in anaerobic aromati@lboism.Eur. J. Biochem., 205, 195-
202.

s Koch, J., W. Eisenreich, A. Bacher and G. Fuchs, €B3). Products of enzymatic
reduction of benzoyl-CoA, a key reaction in anaerobromatic metabolismEur. J.
Biochem., 211, 649-661.

s Kohler, S., S. Belkin, and R. D. Schmid, (2000)Reporter gene bioassays in
environmental analysi$resenius JAnal. Chem., 366, 769-779.

« Kolata, G. (1985),How safe are engineered organisatience, 229, 34-35.

s Krieger, C. J. (1999). Initial reactions in anaerobic oxidation of-xylene by the
denitrifying bacteriumAzoarcussp. strain T.J. Bacteriol., 181, 6403-6410.

s Kuhn, E. P., J. Zeyer, P. Eicher, and R. P. Schwaenbach (1988).Anaerobic
degradation of alkylated benzenes in denitrifyialgdratory aquifer columngppl. Environ.
Microbiol., 54, 490-496.

s Kumumaru, T. (1998), Enhanced degradation of polychlorinated biphebyidirected
evolution of biphenyl dioxygenasBat Biotechnol., 16, 663-666.

s Kunz D. A. and Chapman P. J. (1981a).Catabolism of pseudocumene and 3-
ethyltoluene byPseudomonas putidat-2: evidence for new fuctions of the TOL (pWWO)
plasmid.J. Bacteriol., 146, 179-191

% Kunz D. A. and Chapman P. J. (1981b)lsolation and characterization of spontaneously
occurring TOL plasmid mutants Bseudomonas putiddS1.J. Bacteriol., 146, 952-964.

% Kustu S., North A. K. and Weiss D. S. (1991Prokaryotic transcriptional enhancer and
enhancer binding proteingrends Biochem. Sci., 16, 397-402.

s Laemmli U.K. (1970).Cleavage of structural proteins during the asseraobtile head of
bacteriophage T4Nature, 227, 680-684.

185



s Lau P.C.K. and Lorenzo V.D.E. (1999). Genetic engineering: the frontier of
bioremediationEnviron Sci Technol, 4, 124A-128A.

« Lee S.J, Ko J.H, Kang H.Y and Lee Y. (2006) Coupled expression of MhpE aldolase
and MhpF dehydrogenase iBscherichia coli Biochemical and Biophysical Research
Communications, 346, 1009-1015.

+« Leuthner B., C. Leutwein, H. Schulz, P. Horth, W. Haehnel, E. Schiltz, H. Schagger,
and J. Heider (1998).Biochemical and genetic characterization of besimytinate synthase
from Thauera aromaticaa new glycyl radical enzyme catalysing the fgtp in anaerobic
toluene metabolisnMol. Microbiol., 28, 615-628.

¢ Manjasetty B. A., Powlowski J. and Vrielink A. (20@). Crystal structure of a
bifunctional aldolase-dehydrogenase: sequesterneg@ive and volatile intermediat@NAS,
100, 6992-6997

s Marqués, S., M. T. Gallégos, M. Manzanera, A. Holte K. N. Timmis, and J. L.
Ramos, (1998).Activation and repression of transcription at trmulle tandem divergent
promoters for thexylR and xylS genes of the TOL plasmid é#fseudomonas putidal.
Bacteriol., 180, 2889-2894.

% Martinez D., E. Pocurull, R. Marce, F. Borrull, and M. Calull, (1996). Separation of
eleven priority phenols by capillary zone electro@sis with ultraviolet detectiond.
Chromatogr. A, 734, 367-373.

< Merrick M. J. (1993). In a class of its own — the RNA polymerase facttr(a"). Mol.
Microbiol., 10, 903-909

s Molin, S. (1993).Environmental potential of suicide gen€sirr Opin Biotechnol, 4, 299-
305.

s Molin, S. (1993).Suicidal genetic elements and their use in biaalgcontainment of
bacteria Annu Rev Microbiol, 47, 139-166.

% Morett E. and Segovia L. (1993).The > bacterial enhancer-binding protein family:
mechanism of the action and phylogenetic relatignssf their functional domainsJ.
Bacteriol., 175, 6067-6074

% Ng L. C., O'Neill E. and Shingler V. (1996). Genetic evidence for interdomain
regulation of the phenol-responsive fimgf-dependent activator DmpR. Biol. Chem., 271,
17281-17286

+« Nordlund I., Powlowski J. and Shingler V. (1990) Complete nucleotide sequence and
polypeptide analysis of multicomponent phenol hygtase fromPseudomonasp. strain
CF600.J. Bacteriol. 6826-33

186



s North A. K., KloseK. E., Stedman K. M. and Kustu S.(1993).Prokaryotic enhancer-
binding proteins reflect eucaryotic-like modularitite puzzle of nitrogen regulatory protein
C.J. Bacteriol., 175, 4267-4273

% Nozaki M., Kotan S., Ono K. and Seno S. (1970Metgpyrocatechase. 3. Substrate
specificity and mode of the ring fissidBiochim. Biophis. Acta., 220, 213-223.

s O'Neill E., Wilstrom P. and Shingler V. (2001).An active role for a structured B-linker
in effector control of the sigma54-dependent reigulBmpR.EMBO J. 20, 819-827.

% Olsen, R. H., J. J. Kukor, and B. Kaphammer (1994).A novel toluene-3-
monooxygenase pathway cloned fr@seudomonas pickettiKO1.J. Bacteriol., 176, 3749-
3756.

s Panke, S., J.M. Sanchez-Romero, and V. de Lorenz4998), Engineering of quasi-
natural Pseudomonas putidatrains for toluene metabolism throught an ortleaeage
degradation pathwaypplied and Environmental Microbiology, 64(2), 7481.

s Pavel H., Forsman M. and Shingler V. (1994)An aromatic effector specificity mutant
of the transcriptional regulator DmpR overcomesghmwvth constraints oPseudomonasp.
strain CF600 ompara-substituted methylphenol3. Bacteriol., 176, 7550-7557

% Pazos, F., A. Valencia, and V. de Lorenzo (2003Jhe organization of the microbial
biodegradation network from a systems-biology pectipe.EMBO reports, 4(10), 994-999.
% Pérez-Martin J. and de Lorenzo V. (1996a)ATP binding to thes>*-dependent activator
XiIR triggers a protein multimerization cycle catald by UAS DNA.Cell, 86, 331-339

% Pérez-Martin J. and de Lorenzo V. (1996b).In vitro activities of an N-terminal
truncated form of XilR, a”*-dependent transcriptional activator Béeudomonas putidd.
Mol. Biol., 258, 575-587

s Pérez-Martin J., Rojo F. and de Lorenzo V. (1994)Promoters responsive to DNA
bending: a common theme in prokaryotic gene exfmesslicrobiol. Rev., 58, 268-290

% Pieper, D.H. and W. Reineke (2000)Engineering bacteria for bioremediatio@urr
Opin Biotechnol, 11, 262-270.

% Polaina J.and Adam A.C. (1991).A fast procedure for yeast DNA purificatioNucleic
Acid Res., 19.

s Polissi A., Bestetti G., Bertoni G., Galli E. and Bho G. (1990).Genetic analysis of
chromosomal operons involved in degradation of atahydrocarbons iR. putidaTMB. J.
Bacteriol. 172, 6355-6362.

187



s Porter S. C., North A. K. and Kustu S. (1995)Mechanism of transcriptional activation
by NtrC (nitrogen regulatory protein C): requirernerior oligomerization and
phosphorylation. InTwo-component Signal TransductioBilhavy T. and Hoch J. (ed).
Washington, D.C.: ASM Press, 147-158.

s Porter S. C., North A. K., Wedel A. B. and Kustu S(1993).0Oligomerization of NtrC at
theglnA enhancer is required for transcriptional actiwatiGenes Dev., 7, 2258-2273

s Powlowski J, Sahlman L, Shingler V. (1993).Purification and properties of the
physically associated meta-cleavage pathway enzynigslroxy-2-ketovalerate aldolase and
aldehyde dehydrogenase (acylating) freseudomonasp. strain CF60Q] Bacteriol. 175(2),
377-85

«» Powlowski J. and Shingler V. (1990)In vitro analysis of polypeptide requirements of
multicomponent phenol hydroxylase frdPseudomonasp. strain CF600J. Bacteriol., 6834-
40.

s Powlowski J. and Shingler V. (1994)Genetics and biochemistry of phenol degradation
by Pseudomonasp. CF600Biodegradation, 5, 219-236

% Quel L. Jr. (1993).Thecathecol dioxygenas@dv. Inorg. Biochem., 5, 167-199.

% Rabus, R., and F. Widdel, (1995)Anaerobic degradation of ethylbenzene and other
aromatic hydrocarbons by new denitrifying bactetiach. Microbiol., 163, 96-103.

s Ramos, J.L., et al. (1987)Redesigning metabolic routes: manipulation of TQasmid
pathway for catabolism of alkybenzoat8sience, 235, 593-596.

% Ramos-Gonzalez M |, Duque E and Ramog L (1991). Conjugational transfer of
recombinant DNA in cultures and in soils: host i Pseudomonas putida TOL plasmids.
Appl Environ Microbiol., 57(10), 3020-3027.

% Reineke, W. and H.J. Knackmuss (1980)Hybrid Pathway for Chlorobenzoate
Metabolism in Pseudomonas sp. B13 Derivatidesirnal of Bacteriology, 142(2), 467-473.
“ Ripp, S., D. E. Nivens, Y. Ahn, C. Werner, J. Jarrg 1V, J. P. Easter, C. D. Cox, R. S.
Burlage, and G. S. Sayler, (2000Controlled field release of a bioluminescent geratiy
engineered microorganism for bioremediation progeesitoring and controlEnviron. Sci.
Technol., 34, 846-853.

% Ronchel, M.C. (1995).Construction and behavior of biologically containgacteria for
environmental applications in bioremediatiémpl Environ Microbiol, 61, 2990-2994.

% Rui, L. (2004). Saturation Mutagenesis of Toluene ortho-Monooxygenaof
Burkholderia cepacia G4 for Enhanced 1-Naphtholtis$sgisand Chloroform Degradation.
Applied and Environmental Microbiology, 7(6), 323852.

188



% Sambrook J., Fritsch E.F. and Maniatis T. (1989)Molecular cloning. A laboratory
manual. Second editio@old Spring Harbor Laboratory Press. Cold Springrbiar, N.Y.

% Sato N., Uragami Y., Nishizaki T., Takahashi Y., Seaki G., Sugimoto K., Nonaka T.,
Masai E., Fuxuda M. and Senda T. (2002)Crystal structure of the reaction intermediate
and its homologue of an extradiol-cleaving cathiecdioxygenased. Mol. Biol., 321, 621-
636.

s Schell M. A. (1985).Transcriptional control of theah andsal hydrocarbon-degradation
operons by theahR gene productGene, 36, 301-309.

s Schell M. A. (1993).Molecular biology of the LysR family of transcrigal regulators.
Annu. Rev. Microbiol., 47, 597-626

s Schevchenko A.Wilm M., Vorm O., Mann M. (1996). Mass spectrometric sequencing
of proteins Silver stained polyacrylamide gdésalytical Chemistry, 68, 850-858.

% Scott, D. L., S. Ramanathan, W. Shi, B. P. Rosem@S. Daunert, (1997)Genetically
engineered bacteria: electrochemical sensing sgstim antimonite and arseniténal.
Chem., 69, 16-20.

% Senda T., Yamada T., Sakurai N., Kubota M., Nishiza T., Masai E., Fukuda M.
and Mitsuidagger Y. (2000).Crystal structure of NADH-dependent ferredoxin uetdse
component in biphenyl dioxygenase Mol. Biol., 304, 397-410.

« Shields, M. S., S. O. Montgomery, P. J. Chapman, 9. Cuskey, and P. H.
Pritchard, (1989). Novel pathway of toluene catabolism in the tricblthylene degrading
bacterium G4Appl. Environ. Microbiol., 55, 1624-1629.

< Shingler V. (1996).Signal sensing by>*-dependent regulators: derepression as a control
mechanismMol. Microbiol., 19, 409-416

« Shingler V. and Moore T. (1994).Sensing of aromatic compounds by the DmpR
transcriptional activator of phenol-cataboliziRgeudomonasp. strain CF600Q]. Bacteriol.,
176, 1555-1560

s Shingler V. and Pavel H. (1995).Direct regulation of the ATPase activity of the
transcriptional activator DmpR by aromatic compasdiol. Microbiol., 17, 505-513.

+« Shingler V., Bartilson M. and Moore T. (1993).Cloning and nucleotide sequence of the
gene encoding the positive regulator (DmpR) of phenol catabolic pathway encoded by
pVI150 and identification of DmpR as a member oé tRtrC family of transcriptional
activators.J. Bacteriol., 175, 1596-1604.

% Shingler V., Franklin F. C., Tsuda M., Holroyd D. and Bagdasarian M. (1989).
Molecular analysis of a plasmid-encoded phenol tiyglase fromPseudomonasCF600.J.
Gen. Microbiol., 1989, 1083-92

189



s Sticher, P., M. C. M. Jaspers, K. Stemmler, H. Harm, A. J. B. Zehnder, and J. R.
van der Meer, (1997).Development and characterization of a whole-catlumninescent
sensor for bioavailable middle-chain alkanes intaminated groundwater samplesppl.
Environ. Microbiol., 63, 4053-4060.

s Stock J. B., Ninfa A. J. and Stock A. M. (1989)Protein phosphorilation and regulation
of adaptive responses in bacteNacrobiol. Rev., 53, 450-490.

« Stock J. B., Stock A. M. and Motten J. M. (1990)Signal transduction in bacteria.
Nature 344, 395-4Q0

s Timmis, K. N., R. J. Steffan, and R. Untermann, (194). Designing microorganisms for
the treatment of toxic wastesnnu. Rev. Microbiol., 48, 525-557.

< Timmis, K.N. and D.H. Pieper (1999),Bacteria designed for bioremediatiofrends
Biotechnol., 17, 201-204.

% Tropel, D., and J. R. van der Meer, (2004)Bacterial transcriptional regulators for
degradation pathways of aromatic compouiMisrobiol. Mol. Biol. Rev., 68, 474-500.

s U.S. EPA (1990) Draft engineering bulletinin situ vetrification.

% Urbance, J.W. (2003),BSD: the Biodegradative Strain DatahalNecleic Acid Res, 31,
152-155.

« Urgun-Demirtas, M., B. Stark, and K. Pagilla, (20®). Use of genetically engineered
microorganisms (GEMs) for the bioremediation of teoninants.Crit. Rev. Biotechnol, 26,
145-164.

< Valillancourt F. H., Barbosa C. J., Spiro T. G., Bah J. T., Blades M. W., Turner R.
F. and Eltis L. D. (2002). Definitive evidence for monoanionic binding of 2,3
dihydroxybiphenyl-1,2-dioxygenase from UV resonanRaman spectroscopy, UV/VIS
absorption spectroscopy, and crystallograghyam. Chem. Soc., 124, 2485-2496

% Van der Meer, J. R., W. M. de Vos, S. Harayama, and\. J. B. Zehnder, (1992).
Molecular mechanisms of genetic adaptation to xEticbcompoundsMicrobiol. Rev., 56,
677-694.

% Viggiani A, Siani L, Notomista E, Birolo L, Pucci B and Di Donato A (2004).The
Role of the Conserved Residues His-246, His-198, Tam-255 in the Catalysis of Catechol
2,3-Dioxygenase fromPseudomonas stutze®X1l. THE JOURNAL OF BIOLOGICAL
CHEMISTRY Vol. 279, No. 47, Issue of November A% §630-48639.

< Vogel, T.M. (1996). Bioaugmentation as a soil bioremediation approa@hr Opin
Biotechnol, 7, 311-317.

190



s Weiss D. S., Batut J., Klose K. E., Keener J. andustu S. (1991)The phosphorylated
form of enhancer-binding protein NTRC has an ATRagwity that is essential for activation
of transcriptionCell, 67, 155-167

s Werlen C., M. C. M. Jaspers, and J. R. van der Meer(2004). Measurement of
biologically available naphthalene in gas and agagqihases by use oPseudomonas putida
biosensorAppl. Environ. Microbiol., 70, 43-51.

% Whited, G. M., and D. T. Gibson, (1991)Separation and partial characterization of the
enzymes of the toluene-4-monooxygenase cataboliowpg in Pseudomonas mendocina
KR1.J. Bacteriol., 173, 3017-3020.

s Wiedemeier, T.H., Swanson, M.A., Moutoux, D.E., Wdon, J.T., Kampbell, D.H.,
Hansen, J.E., Haas, P(1998). Technical Protocol for Evaluating Natural Atterniaat of
Chlorinated Solvents in Groundwat&eport EPA/600/R-98/128, USA.

s Williams P. A. and Murray K. (1974). Metabolism of benzoate and the methylbenzoates
by Pseudomonas putida (arvillamt-2: evidence for the existence of a TOL plasndid
Bacteriol., 120, 416-423

% Wise A. A, and C. R. Kuske, (2000)Generation of novel bacterial regulatory proteins
that detect priority pollutant phenosppl. Environ. Microbiol., 66, 163-169.

s Wood, K. V., and M. G. Gruber, (1996). Transduction in microbial biosensors using
multiplexed bioluminescencBiosens. Bioelectron., 11, 207-214.

s Worsey M. and Williams P. A. (1975). Metabolism of toluene and xylenes by
Pseudomonas putida (arvillant-2: evidence for a new function of the TOL plasnd.
Bacteriol., 124, 7-13

% Yen, K. M., M. R. Karl, L. M. Blatt, M. J. Simon, R. B. Winter, P. R. Fausset, H. S.
Lu, A. A. Harcourt, and K. K. Chen, (1991). Cloning and characterization of a
Pseudomonas mendocin&R1 gene cluster encoding toluene-4-monooxygenake.
Bacteriol., 173, 5315-5327.

s Zengler, K., J. Heider, R. Rossello’-Mora, and F. Widel, (1999). Phototrophic
utilization of toluene under anoxic conditions byhew strain ofBlastochloris sulfoviridis
Arch. Microbiol., 172, 204-212.

% Zhang X., Chaney M., Wigneshweraraj S. R., Schumaghn J., Bordes P., Cannon W.
And Buck M. (2002). Mechanochemical ATPase and transcriptional aaetimatMol.
Microbiol., 45, 895-93.

s Zobell, C.E., (1945). The role of bacteria in the formation and transfation of
petroleum hydrocarbonScience, 102, 364-369.

191



192



