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Relazione scientifica sui risultati dell'attivita di ricerca dal titolo “RATIONAL DESIGN
OF ARTIFICIAL OLIGOPEPTIDES USED AS MIMIC OF ACHE FOR PESTICIDES
EXTRACTION” svolta presso 1’Universita di Cork (Irlanda) dal Dr. Marcello Mascini
nel periodo 4-25 giugno 2008

La collaborazione scientifica e tecnologica tra le due istituzioni di ricerca ¢ stata
indirizzata alla realizzazione di sistemi per estrazione e pre-concentrazione di pesticidi
utilizzando trappole biomimetiche progettate computazionalmente.
Negli ultimi anni 1 pesticidi organofosforici e carbammici, che mostrano bassa
persistenza ambientale, ma elevata tossicitd acuta, hanno avuto una larghissima
diffusione. Lo scopo di questa visita ¢ stato quello di ottimizzare una metodica di
estrazione in fase solida dei pesticidi soddisfacendo le seguenti caratteristiche: alta
resistenza verso stress chimico-fisici; facilita d'uso; tempi di analisi relativamente brevi;
elevata selettivita; capacita di fornire dati e misure accurate e riproducibili.
Per lo sviluppo del metodo di estrazione di pesticidi organofosorici e carbammici sono
state scelte colonnine di affinita modificate con recettori biomimetici progettati
impiegando specifici software di molecular modelling, mimanti il sito attivo

dell’acetilcolinesterasi (AChE).

Risultati

In studi precedenti' sono state progettate specifiche sequenze oligopeptidiche capaci di
simulare il sito attivo dell’AChE e di legare pesticidi mediante complessi supramolecolari
con costanti di binding elevate. I peptidi sono stati disegnati utilizzando come templato il

sito attivo dell’AChE studiato da Millard et al* in complesso con un organofosfato (PDB
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code 1VXO). Gli aminoacidi coinvolti nel sito attivo sono Ser 200, His 440 ¢ Glu 327
chiamati “triade catalitica”. I peptidi sono stati realizzati tenendo in considerazione la
configurazione tridimensionale della triade catalitica ma riducendo al minimo la
lunghezza per evitare divergenze dovute a conformazioni secondarie difficilmente
prevedibili in simulazione.

In particolare il Peptide A possiede la triade catalitica mentre ai peptidi B e C sono stati
sostituiti con Ala rispettivamente gli aminoacidi Glu e His. Come spaziatori sono stati
scelti la Gly o la Pro per ottenere strutture lineari o piegate. Cosi facendo si € potuto
valutare il contributo dei singoli aminoacidi della triade catalitica. Come pesticidi
modello sono stati scelti il paraoxon methyl e il carbaryl rappresentanti le due classi che
inibiscono I’AChE, gli organofosfati e i carbammati. Le strutture dei tre peptidi e dei due

pesticidi usati in questo lavoro sono riportati in Figura 1.
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Figura 1. Le strutture tridimensionali dei tre peptidi e dei due pesticidi usati in

questo lavoro.




In Tabella 1 sono riportate le costanti di binding ottenute con la simulazione utilizzando
I’algoritmo Leapfrog del software Sybyl (Tripos, Usa). I parametri scelti sono gli stessi
utilizzati con successo in un precedente lavoro’. I tre peptidi sono stati scelti con costanti
di binding simulate diverse, cosi da valutare la convergenza tra dati simulati e dati
sperimentali, obiettivo chiave di questo lavoro. Come si pud vedere dai risultati il peptide
A, con tutti gli aminoacidi della triade catalitica, ha le piu alte costanti di binding per
entrambi 1 pesticidi, mentre eliminando 1’aminoacido His si ha un brusca variazione
nell’interazione con i pesticidi come si nota confrontando i dati ottenuti utilizzando 1

Peptidi B e C.

ID Peptide Paraoxon-methyl  Carbaryl
Binding score Binding score
(kJ/mol) (kJ/mol)
A His-Glu-Pro-Ser 93.4 94.2
B His-Gly-Ser-Ala 72.7 85.8
C Glu-Pro-Ser-Ala 20.7 DS

Tabella 1. Risultati ottenuti con I’algoritmo Leapfrog usando | tre tetrapeptidi vs.

carbaryl e paraoxon-methyl. DS=discarded by the algorithm.

Partendo dai dati computazionali, i tre tetrapeptidi sono stati utilizzati per funzionalizzare
la resina a base di polietilenglicole-polistirene stabile nell’intervallo di pH 4-10. Dopo
impaccamento su colonnine ¢ stato ottimizzato il protocollo di estrazione in fase solida
(SPE) utilizzando Paraoxon e Carbaryl come analiti modello.

Il primo step della procedura analitica prevede la preparazione della fase stazionaria, che

si realizza nei seguenti passaggi: sospensione della resina modificata in una soluzione

* Mascini M, Macagnano A, Monti D, Del Carlo M, Paolesse R, Chen B, Warner P,
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idroetanolica (10:90); trasferimento nella colonnina, dotata di un frit in polietilene sul
fondo, tenendo la stessa in costante agitazione (non magnetica) per favorire I’omogeneita
dell’impaccamento; chiusura della colonna con un secondo frit.

Le colonnine con i diversi peptidi da testare vengono inserite all’interno di un rack e al di
sotto di ciascuna colonnina viene posizionata una vial tipo Eppendorf da 1.5 mL, nella
quale si raccoglie I’eluato. La procedura operativa dell’esperimento si articola nei
seguenti 6 passaggi:

1.  Condizionamento della fase stazionaria con 0.5 mL di tampone acetato, per
attivare 1 siti di legame.

2. Caricamento dell’analita mediante una soluzione di tampone acetato a pH 4.5
(per mantenere il livello di protonazione dei siti attivi).

3. Lavaggio della colonnina con acqua ultrapura per espellere meccanicamente
dalla cartuccia tutte le sostanze adsorbite sulla colonnina con legami
aspecifici, ovvero tutte tranne gli analiti di interesse.

4.  FEluizione dell’analita legato alla resina modificata con 0.2 mL di etanolo,
applicando all’interno del rack una leggera depressione (~20 mmHg).

5. Lavaggio finale di controllo con 0.2 mL di etanolo per verificare la completa
eluizione dell’analita legato alla resina modificata.

6.  Analisi delle frazioni mediante HPLC/UV ¢ HPLC/MS/MS®; la separazione
cromatografica ¢ stata realizzata in entrambi 1 casi con una colonna Alltima
C18 da 25cm x 4.6 i.d. con particelle da Spm (Alltech, Deerfield, Co) e come
fasi mobili H2O:acetonitrile (55:45) in tampone acetato 0.01M in eluizione
isocratica ad un flusso di 1 mL/min; la rivelazione ¢ stata ottenuta, per i
campioni a concentrazione maggiore di 0.4 uM, per via spettofotometrica,
mentre per apprezzare le concentrazioni inferiori ¢ stato utilizzato come
rivelatore uno spettrometro di massa a triplo quadrupolo.

Sono state studiate le condizioni in cui risultava massima 1’interazione tra la resina

modificata, impaccata su cartucce da 20mg, e gli analiti, utilizzando sempre come

* Perret, D.; Gentili, A.; Marchese, S.; Sergi, M.; Dascenzo, G. J. AOAC Int. 2002, 85,
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modelli il paraoxon tra gli organofosforici ed il carbaryl tra i carbammati. Tra 1 vari
solventi o miscele, la soluzione acquosa tamponata con acetato a pH 4.5 ¢ risultata
favorire maggiormente la ritenzione degli analiti sulla resina rispetto ai solventi organici
o a soluzioni acquose a pH piu’ elevato, mentre come eluente 1’etanolo riusciva a
rigenerare completamente la colonnina.

In Tabella 2 sono riportate le percentuali di ritenzione delle cinque frazioni analizzate con
resina tal quale o funzionalizzata con 1 tre peptidi. I risultati sono stati ottenuti caricando
200 pL di una soluzione a pH 4.5 di paraoxon alla concentrazioni di 4uM. la quarta
frazione ¢ quella analiticamente significativa per 1’interazione specifica analita-peptide.
Come si nota anche la resina tal quale ha una percentuale di ritenzione rilevante. In
queste condizioni sperimentali solo la resina funzionalizzata con il peptide A ha una

ritenzione statisticamente differente dalla resina tal quale avvalorando in parte i dati

simulati.

Peptidi A B C Resina

Frazioni % % % %
1 00 £ 00 00 £ 00 00 = 00 00 %= 0.0
2 10,0 £ 05 357 £ 14 242 + 10 36.6 = 1.8
3 175 £ 05 172 £ 0.7 206 = 0.7 165 = 0.6
4 725 £ 29 471 + 24 552 + 24 469 £ 23
5 00 £ 00 00 £ 00 00 £ 00 00 %= 0.0

Tabella 2. Percentuali di ritenzione delle cinque frazioni analizzate con resina tal
guale o funzionalizzata con i tre peptidi. | risultati sono stati ottenuti caricando 200

uL di una soluzione a pH 4.5 di paraoxon alla concentrazione di 4uM.

In ambiente acquoso il pH diventava un fattore fondamentale per I’interazione analita-
resina, essendo 1 leganti peptidici particolarmente sensibili alla concentrazione
idrogenionica. Questo fenomeno si puod osservare analizzando i risultati della frazione 4
riportati in Figura 2 dove, variando il pH, la percentuale di ritenzione diminuisce
significativamente per il peptide A. Analogo comportamento ¢ stato ottenuto caricando

una soluzione di carbaryl a 4uM.
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Figura 2. Ritenzione in percentuale della frazione 4 variando il pH da 4.5 a 9.0.
Resina tal quale o funzionalizzata con i tre peptidi. | risultati sono stati ottenuti

caricando 200 pL di una soluzione di paraoxon alla concentrazione di 4pM.

E’ stata inoltre verificata la capacita delle cartucce da 20 mg caricando soluzioni standard
degli analiti a diverse concentrazioni a partire da 0.04 uM: la ritenzione varia
proporzionalmente fino a 4 uM, valore sopra il quale avviene un calo significativo dei
recuperi. E’ da notare che in base ad analisi spettrofotometriche si ¢ stimata una
concertazione di peptide circa di 4uM in 20mg di resina funzionalizzata, il dato fa

presumere una interazione 1:1 con il pesticida.



Peptidi A-Resina B-Resina C-Resina

Paraoxon (uM) % % %
0.04 371 £ 1.5 10.1 £ 05 182 = 09
0.40 36.6 £+ 1.5 95 = 04 215 = 09
4.00 256 £ 09 02 + 00 83 = 03
40.00 83 + 04 14 + 01 -03 = 0.0

Tabella 3. Percentuale di ritenzione della frazione 4 dipendente dalla concentrazione
di paraoxon caricata. In questo caso il contributo della resina tal quale é stato
sottratto alla percentuale di ritenzione ottenuta dalla resina funzionalizzata con i

peptidi.

Alla luce dei risultati ottenuti nella prima fase del lavoro sperimentale, per verificare la
selettivita del metodo, sono stati effettuati test di competizione di legame caricando una
soluzione di paraoxon e carbaryl alla concentrazione di 0.4uM a pH 4.5 in tampone
acetato. I risultati di queste prove sperimentali sono riportati in Figura 3 dove viene
riportata la percentuale della concentrazione di carbaryl e paraoxon nella frazione 4 per la
resina tal quale o funzionalizzata con i peptidi A, B e C.

Sottraendo il contributo della resina tal quale, la percentuale di legame delle colonnine
funzionalizzate era: 21% per carbaryl e 33% per il paraoxon usando il peptide A; 6% per
carbaryl e 12% per il paraoxon usando il peptide B; 1% per il carbaryl e 10% per il
paraoxon usando il peptide C. I dati sperimentali ottenuti convergono in parte con 1 dati
simulati evidenziando che la strategia di molecular modelling usata in questo lavoro puo
risultare molto utile per una prima selezione di trappole biomimetiche, ma non pud

predire tutti i fenomeni di interazione dell’interfaccia solido-liquido.



i Carbaryl

120

(] Paraoxon

100 A

80

i

60 -

Ritenzione %
—
—

HH

HH

40

HH

20

A B C Resina

Figura 3. Competizione per i siti di legame. Percentuale di ritenzione della frazione
4 caricando una soluzione a pH 4.5 di carbaryl e paraoxon alla concentrazione 0.4
pM.

Conclusioni

In questo lavoro si ¢ dimostrata la possibilita di usare molecole sintetizzate in laboratorio
mimanti strutture biologiche. L’utilizzo di oligopeptidi, come trappole biomimetiche
progettate computazionalmente, alternativi ad enzimi o anticorpi potrebbe essere
particolarmente utile per la facilita di produzione in laboratorio e per la maggiore stabilita
a stress chimico-fisici rispetto a strutture biologiche con aumento della shelf-life del
metodo in termini di robustezza e riproducibilita nel tempo.

Uno dei peptidi progettati, il peptide A, ha mostrato ottime prestazioni utilizzando
colonnine SPE per estrazione e pre-concentrazione di pesticidi. La resina modificata con
peptide ha mostrato un comportamento stechiometrico e precisamente con 20mg di
resina, concertazione stimata di peptide pari a 4uM, si € potuto ritenere concentrazioni di

pesticida fino a 4 uM. La strategia di simulazione usata ¢ stata avvalorata dai dati ottenuti



sperimentalmente, infatti, il peptide A, con la struttura piu affine al sito attivo dell’enzima

ACHhE, ¢ risultato il peptide con le piu alte costanti di binding per entrambi i pesticidi.
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