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CARATTERIZZAZIONE DEL LEGAME DI MOLECOLE DI INTERESE
FARMACEUTICO ALLA SIEROALBUMINA UMANA MEDIANTE
BIOCROMATOGRAFIA E DICROISMO CIRCOLARE

Marco Pistolozzi

Dipartimento di Scienze Farmaceutiche, UniversigldStudi di Bologna,
Bologna

Riassunto

Negli ultimi anni, un crescente numero di studibai focalizzato la propria
attenzione sullo sviluppo di strategie che permsete di caratterizzare le
proprieta ADMET dei farmaci in via di sviluppo, pitu rapidamente possibile.
Questa tendenza origina dalla consapevolezza cbe lei meta dei farmaci in
via di sviluppo non viene commercializzato perché& barenze nelle
caratteristiche ADME, e che almeno la meta delldecawe che riescono ad
essere commercializzate, hanno comunque qualcHdepra tossicologico o
ADME [1].

Infatti, poco importa quanto una molecola possaressittiva 0 specifica:
perché possa diventare farmaco & necessario clga bem assorbita, distribuita
nell’organismo, metabolizzata non troppo rapidamgne troppo lentamente e
completamente eliminata. Inoltre la molecola edi suetaboliti non dovrebbero
essere tossici per I'organismo.

Quindi e chiaro come una rapida determinaziongdemetri ADMET in fasi
precoci dello sviluppo del farmaco, consenta doarsiare tempo e denaro,
permettendo di selezionare da subito i composti ggamettenti e di lasciar
perdere quelli con caratteristiche negative.

Questa tesi si colloca in questo contesto, e méapplicazione di una tecnica
semplice, la biocromatografia, per caratterizzampidamente il legame di
librerie di composti alla sieroalbumina umana (HSAbltre mostra I'utilizzo di
un’altra tecnica indipendente, il dicroismo cirgelache permette di studiare gli
stessi sistemi farmaco-proteina, in soluzione, dantbrmazioni supplementari
riguardo alla stereochimica del processo di legame.

La HSA e la proteina piu abbondante presente najusa Questa proteina
funziona da carrier per un gran numero di molecsia,endogene, come ad
esempio bilirubina, tiroxina, ormoni steroidei, dicgrassi, che xenobiotici.
Inoltre aumenta la solubilita di molecole lipofilgco solubili in ambiente
acquoso, come ad esempio i tassani. Il legame HB8& e generalmente
stereoselettivo e ad avviene a livello di siti efjame ad alta affinita. Inoltre e
ben noto che la competizione tra farmaci o traauméco e metaboliti endogeni,



possa variare in maniera significativa la loro ivae libera, modificandone
I'attivita e la tossicita.

Per queste sue proprieta la HSA pud influenzare Isia proprieta
farmacocinetiche che farmacodinamiche dei farmbcin € inusuale che un
intero progetto di sviluppo di un farmaco possaireeabbandonato a causa di
un’affinita troppo elevata alla HSA, o a un tempcerhivita troppo corto, o a
una scarsa distribuzione dovuta ad un debole legdlmeHSA. Dal punto di
vista farmacocinetico, quindi, la HSA é la protedtarasporto del plasma piu
importante.

Un gran numero di pubblicazioni dimostra [laffiditdi della tecnica
biocromatografica nello studio dei fenomeni di lonoscimento tra proteine e
piccole molecole [2-6].

Il mio lavoro si e focalizzato principalmente sub della biocromatografia
come metodo per valutare le caratteristiche difegdi alcune serie di composti
di interesse farmaceutico alla HSA, e sul miglioeato di tale tecnica. Per
ottenere una miglior comprensione dei meccanismegame delle molecole
studiate, gli stessi sistemi farmaco-HSA sono sstidiati anche con |l
dicroismo circolare (CD).

Inizialmente, la HSA é stata immobilizzata su uobena di silice epossidica
impaccata 50 x 4.6 mm di diametro interno, utillm@ una procedura
precedentemente riportata in letteratura [7], doaree piccole modifiche.

In breve, I'immobilizzazione é stata effettuata @odo a ricircolo, attraverso
una colonna precedentemente impaccata, una sofudioHSA in determinate
condizioni di pH e forza ionica. La colonna € stgtandi caratterizzata per
guanto riguarda la quantita di proteina correttamemmobilizzata, attraverso
I'analisi frontale di L-triptofano [8]. Di seguitasono stati iniettati in colonna
alcune soluzioni raceme di molecole note legare H8A in maniera
enantioselettiva, per controllare che la proceddrammobilizzazione non
avesse modificato le proprieta di legame dellaginat

Dopo essere stata caratterizzata, la colonna & itizzata per determinare la
percentuale di legame di una piccola serie ditarbdella proteasi HIV (IPs), e
per individuarne il sito(i) di legame. La percendéudi legame é stata calcolata
attraverso il fattore di capacita (k) dei campioQuesto parametro in fase
acquosa é stato estrapolato linearmente dal gridgd contro la percentuale
(v/iv) di 1-propanolo presente nella fase mobildaBente per due dei cinque
composti analizzati € stato possibile misuraret®@ineente il valore di k in
assenza di solvente organico.

Tutti gli IPs analizzati hanno mostrato un’elevaercentuale di legame alla
HSA: in particolare, il valore per ritonavir, loginir e saquinavir e risultato
maggiore del 95%. Questi risultati sono in accown dati presenti in
letteratura, ottenuti attraverso il biosensorecotf9]. Inoltre, questi risultati
sono coerenti con la significativa riduzione diivath inibitoria di questi



composti osservata in presenza di HSA. Questa iddazsembra essere
maggiore per i composti che legano maggiormenpedeeina [10].

Successivamente sono stati eseguiti degli studicalinpetizione tramite
cromatografia zonale. Questo metodo prevede dizzdlle una soluzione a
concentrazione nota di un competitore come faseilejomentre piccole
guantita di analita vengono iniettate nella colofmazionalizzata con HSA. |
competitori sono stati selezionati in base al Imgame selettivo ad uno dei
principali siti di legame sulla proteina. In padiare, sono stati utilizzati
salicilato di sodio, ibuprofene e valproato di sodome marker dei siti I, Il e
sito della bilirubina, rispettivamente. Questi sthdnno mostrato un legame
indipendente dei Pls ai siti | e Il, mentre é stasservata una debole
anticooperativita per il sito della bilirubina.

Lo stesso sistema farmaco-proteina e stato infinestigato in soluzione
attraverso l'uso del dicroismo circolare. In pastare, € stato monitorata la
variazione del segnale CD indotto di un complessquimolare
[HSA]/[bilirubina], a seguito dell’aggiunta di aligpte di ritonavir, scelto come
rappresentante della serie. | risultati confermi@nkieve anticooperativita per il
sito della bilirubina osservato precedentementd s&gli biocromatografici.

Successivamente, lo stesso protocollo descrittacepentemente e stato
applicato a una colonna di silice epossidica maigalb0 x 4.6 mm, per valutare
I'affidabilita del supporto monolitico per applidani biocromatografiche. I
supporto  monolitico monolitico ha mostrato buone rattaristiche
cromatografiche in termini di contropressione, @dfinza e stabilita, oltre che
affidabilita nella determinazione dei parametri ldgame alla HSA. Questa
colonna e stata utilizzata per la determinazionka geercentuale di legame alla
HSA di una serie di poliamminochinoni sviluppatillt@enbito di una ricerca
sulla malattia di Alzheimer.

Tutti i composti hanno mostrato una percentualkegiime superiore al 95%.
Inoltre, € stata osservata una correlazione tracepénale di legame e
caratteristiche della catena laterale (lunghezzamraero di gruppi amminici).
Successivamente sono stati effettuati studi di @iipne dei composti in
esame tramite il dicroismo circolare in cui € stawdenziato un effetto
anticooperativo dei poliamminochinoni ai siti |le hentre rispetto al sito della
bilirubina il legame si &€ dimostrato indipendente.

Le conoscenze acquisite con il supporto monoliicecedentemente descritto,
sono state applicate a una colonna di silice egiasspiu corta (10 x 4.6 mm). |l
metodo di determinazione della percentuale di legarilizzato negli studi
precedenti si basa su dati ottenuti con piu esgarinquindi € necessario molto
tempo prima di ottenere il dato finale. L'uso diaucolonna piu corta permette
di ridurre i tempi di ritenzione degli analiti, peui la determinazione della
percentuale di legame alla HSA diventa molto ppida. Si passa quindi da una
analisi a medio rendimento a una analisi di scregad alto rendimento (high-
throughput-screening, HTS). Inoltre, la riduziores tempi di analisi, permette
di evitare I'uso di soventi organici nella fase neb



Dopo aver caratterizzato la colonna da 10 mm constEsso metodo
precedentemente descritto per le altre colonney steti iniettati una serie di
standard variando il flusso della fase mobile, palutare la possibilita di
utilizzare flussi elevati. La colonna e stata quimdpiegata per stimare la
percentuale di legame di una serie di molecole diffierenti caratteristiche
chimiche. Successivamente e stata valutata la lplissidi utilizzare una
colonna cosi corta, anche per studi di competiziede stata indagato il legame
di una serie di composti al sito I. Infine & statiettuata una valutazione della
stabilita della colonna in seguito ad un uso estens

L'uso di supporti cromatografici funzionalizzati rcoalbumine di diversa
origine (ratto, cane, guinea pig, hamster, topmigim), pud essere proposto
come applicazione futura di queste colonne HTSatipfla possibilita di
ottenere informazioni del legame dei farmaci in diasviluppo alle diverse
albumine, permetterebbe un migliore paragone trdati ottenuti tramite
esperimenti in vitro e i dati ottenuti con espemtnsull’animale, facilitando la
successiva estrapolazione all'uomo, con la velatitan metodo HTS. Inoltre,
verrebbe ridotto anche il numero di animali utifiiznelle sperimentazioni.
Alcuni lavori presenti in letteratura dimostrancaffidabilita di colonne
funzionalizzate con albumine di diversa origine-[13]: I'utilizzo di colonne piu
corte potrebbe aumentarne le applicazioni.
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CHARACTERISATION OF DRUG BINDING TO SERUM ALBUMINSY
BIOCHROMATOGRAPHY AND CIRCULAR DICHROISM

Marco Pistolozzi
Dipartimento di Scienze Farmaceutiche, UniversigldStudi di Bologna,
Bologna

Abstract

Lately, an increasing number of scientists, academas well as
pharmaceutical industries, have focused their ttteron the development of
strategies to characterise the ADMET propertiethefcandidate drugs as early
as possible. This trend is due to the awarenegssati@ut half of all drugs in
development fail to make it to the market becausAME deficiencies and
that at least half of the ones that do make it soket still have some ADME or
toxicological problems [1]. No matter how activer pecific is a chemical: to
turn it into drug it needs to be well absorbedfrdisted throughout the body,
metabolised in a not too rapid nor too slow way aondpletely eliminated.
Moreover, it and its metabolites should not be ddxir the body. Thus, it is
clear how a rapid determination of ADMET parameiargarly stages of drug
discovery would save money and time, allowing toade the better compounds
and to eliminate any losers, early and cheaply.

This thesis is set in this context, showing theligppon of a simple technique,
biochromatography, to quickly evaluate candidategdras far as binding to
human serum albumin (HSA) is concerned. Furthermobrshows another
suitable independent technique, namely circulahrdiem, able to study the
same drug-protein system, allowing a deeper insightthe stereochemistry of
the binding process.

HSA is the most abundant protein in the blood.ctsas a carrier for a wide
range of molecules either endogenous, such asuliiy tiroxine, steroid
hormones and fatty acids, or xenobiotics. Furtheemoit allows the
solubilisation of hydrophobic compounds (e.g. tasgn characterized by very
low solubility. The binding to albumin is usuallyeseoselective and occurs at
high-affinity binding sites level. It is also wedhown that competition of drugs
for the same sites on HSA can meaningfully alteirtfree fraction affecting
their activity and toxicity. Thus, by its bindinggperties, HSA can affect the
pharmacokinetics as well as the pharmacodynamigepties of drugs. It is not
unusual that even whole drug discovery projectseHasen abandoned due to
very strong binding to HSA or short lifetime or patistribution due to weak
binding. This makes HSA the most important serunotgdn from a
pharmacokinetics point of view.



A large body of literature has showed the reli&pihf the biochromatographic
technique for the study of the biorecognition pssas between proteins and
small molecules [2-6].

My work was mainly finalised to use this technigiweevaluate the binding
characteristics of series of compounds and to ingsuch technique. To obtain
a better comprehension of the binding mechanismsth& molecules
investigated, circular dichroism was also employed.

First, HSA was immobilised onto a classic packedxgpsilica-based column
50 x 4.6 mm i.d. using a slightly modified proceelpreviously reported [7]. In
brief, the immobilisation was achieved by overnig&tirculation of a solution
of HSA through the column previously packed witloxpsilica particles, at set
pH and ionic strength. Then, the column was charsetd in terms of amount
of HSA correctly immobilised by the frontal anakysaf L-tryptophan [8]. By
injecting some racemates known to bind the prdteim stereoselective manner,
we also checked that the immobilisation proceduoeld preserve the binding
properties of the free protein. The column so attarssed was employed to
determine the binding percentage of a small seokdive HIV protease
inhibitors (PIs), and also it was attempted to tdgriheir binding site(s). The
bound drug percentage was calculated from the dgpéactor (k) of the
samples. This parameter in only aqueous phase weaspelated by linearly
plotting the log k values against the percentage) @f 1-propanol in the eluent
mixtures. Only for two of the five compounds, itshiaeen possible to measure
the k value without organic modifier. All of thedRnalysed proved to strongly
bind HSA; in particular the percentage of bindirg fitonavir, lopinavir and
saquinavir was found to be higher than 95%. Thalt®sire in agreement with
data achieved by optical biosensor technique pusiyo published [9]. In
addition, these results are consistent with theniscgint reduction of their
inhibitor activity observed in the presence of HSHiis effect seems to be
greater for the inhibitors strongly bound to thetpm [10].

Displacement studies were also performed by zolméiba approach. By this
method, a known concentration of a competitive ageoontinuously applied in
the mobile phase to the HSA-based column, whilellssmaounts of the studied
drugs are injected. The competitors employed wa@sen for their selective
binding in the main binding areas of HSA. In parlas salicylate, ibuprofen,
and valproate were employed as markers of Sudlsitesl, of Sudlow’s site I,
and of bilirubin site, respectively. The displacemstudies have shown an
independent binding of Pls to sites | and II, whalslight anticooperativity was
observed for the bilirubin site. The same systemgd- target protein, was
finally investigated in solution using circular Hroism spectroscopy. The
change in the induced CD spectrum of an equimaarmptex HSA/bilirubin was
monitored once increasing amounts of ritonavir,semoas representative of the
series, were added. The results confirmed a skgtitcooperativity for the
bilirubin binding site observed by the biochromasmhic approach.

10



Subsequently, the validation protocol previouslgatded was applied to a
novel 50 mm epoxy silica-based monolithic colummevaluate the reliability of
using such support for biochromatographic studiEdsat monolithic column
showed good chromatographic characteristics in deroh backpressure,
efficiency and stability as well as reliability idrug binding parameters
determination. Such column was applied in the da@teation of the binding
percentage to HSA of a series of poliaminoquinatesloped within a project
on Alzheimer’'s disease. All samples showed a bmghiarcentage higher than
95%. Furthermore, the data obtained showed a gowdlation between binding
percentage and side chain chemical features (leagth number of amine
groups). Also in this case circular dichroism pd®=d useful information about
the binding sites on HSA of the chemicals studidéplacement studies
indicated an anticooperative binding of these palequinones to sites | and Il,
while an independent binding with respect to bidirusite was observed.

The knowledge built up with the monolithic supppreviously described was
applied to a shorter monolithic column (10 x 4.6 )nithe method previously
described for the binding percentage determinatsomased on the data of
several analyses, so it is time consuming. Theatfisee shorter column allows
reducing the retention times of analytes. As a equsence the time needed to
determine the binding percentage to HSA of a sesfesiolecules undergo a
tremendous decrease, turning such biochromatography medium to high-
throughput screening technique. Furthermore, tlymifstant retention time
shortness makes unnecessary the use of organidienolike 1-propanol, in the
mobile phase. After the characterisation of thertsloolumn as previously
described for the other columns, a series of stalsdeere injected, also by
changing the flow rate in order to evaluate thespimisty to use high flows. The
column was than employed to investigate the bingeigentage to HSA and the
main binding sites of a series of molecules wittfiedent moieties. Finally, the
stability of the column was evaluated, in termsreliability of results after
repeated analysis.

The development of chromatographic supports baseallmmins from other
mammalian species (i.e. rat, dog, guinea pig, hennstouse, rabbit) may be
proposed as a future application of these shounaos. In fact, this would allow
a better comparison between data achieved by io-e@xperiments and data
collected by experiments on animals, making easier following data
extrapolation to human, with the speed of an higbtghput screening method.
Moreover it may reduce the number of animals usadpharmacokinetics
investigations. Some papers previously publishedeut the reliability of these
albumin-based supports [11-13]: using a shorteurnal may enhance its
applications.
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CAPITOLO 1

LA SIEROALBUMINA
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LA SIEROALBUMINA

Fra tutte le proteine, I'albumina é probabilmemteiu studiata in assoluto.
Nonostante questo, ancora oggi, dopo oltre 80 dirstudi, molte sue proprieta
non sono state completamente chiarite. La sua assiph ha attirato, e attira
tuttora numerosi studiosi, anche a causa del sportante ruolo in numerosi
processi fisiologici e patologici.

L’'albumina e la piu abbondante proteina del siaovertebrati (~600 uM,
42 g/L nell'uomo) [14] e le sue principali funziohsiologiche sono correlate
alla sua caratteristica capacita di legare un vastmero di composti, sia
endogeni che esogeni. Per esempio, il legame lalfaina permette di
solubilizzare molecole poco solubili in ambienteqa@so (es. acidi grassi),
oppure permette di sequestrare molecole potenzitdniessiche (es. bilirubina)
[15]. Inoltre pud anche fungere da antiossidanteguanto puo interagire o
inibire la formazione di vari agenti ossidanti [18hfine, grazie alle sue
proprieta di legame, I'albumina agisce da carriemdtaboliti, (es. L-triptofano,
tiroxina e gli ioni C&" e C¥") [14], e di farmaci. Un altro importante ruolo
svolto dall’albumina € il rilevante apporto allaepsione colloido-osmotica
(80%) che deriva dalla sua elevata concentraziodal esuo peso molecolare
relativamente basso.

1.1 STRUTTURA E PROPRIETA

La struttura primaria della sieroalbumina umanaAH8&ra gia conosciuta
[17, 18] ben prima della determinazione tramite ¢DN9]. Tramite questi
studi é stato dimostrato che HSA & una proteinawtn massa molecolare di
circa 66500 Da costituita da una singola catenap@gplidica di 585
amminoacidi. La presenza di 17 ponti disolfuro detea una struttura a nove
(in realta otto e mezzo) doppi loops. Questi loppssono essere ulteriormente
raggruppati in tre domini omologhi, ognuno dei quamprendente due loops
lunghi separati da un loop corto. | tre domini ooghli vengono numerati I, 1l e
lIl a partire dal residuo N-terminale. All'interndi ogni dominio, i primi due
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loops (loops 1-2, 4-5 e 7-8) sono raggruppati tisgemente nei sottodomini
IA, lIA, e IlIA e i loops 3, 6 e 9 vengono dettispettivamente, sottodomini IB,
lIB, e IlIB (Fig. 1.1). | tre domini, e i rispettivsottodomini, benché omologhi,
hanno caratteristiche di legame differenti.

Fig. 1.1 Struttura cristallina di HSA (PDB ID: 1AO6Buddivisione dei domini e sottodomini di HSA.
(A) Dominio I; (B) Dominio Il; (C) Dominio Ill. Sdiodomini A (in verde); Sottodomini B (in giallo)mimagine
creata a partire dal file PDB con il software freeevYASARA® (vww.yasara.orjy

Per guanto riguarda la composizione amminoacidiaacaratteristica
peculiare di HSA € la presenza di un unico residudrp e da una elevata
presenza di residui di Cys. Inoltre, rispetto atiedia delle proteine (dalla
struttura primaria nota nel 1987), HSA ha un bassdenuto di Met, Gly e lle,
mentre sono numerosi i residui di Leu e amminodoidici quali Glu e Lys [14
Il grande numero di amminoacidi ionizzabili, comfee ad HSA un’elevata
carica totale, 185 ioni per molecola a pH 7, chedeemerito della sua elevata
solubilita. | residui acidi superano in numero dussici determinando a pH 7
una carica netta di -15. Questa carica non & undorente distribuita nella
molecola: é piu elevata nel dominio | (-9), si Bdwnel dominio Il (-8) e quasi si
annulla nel dominio Il (+2). Dividendo la molecalaHSA a meta (dominio | +
[IA e dominio IIB + Ill), la prima meta ha una ceai netta a pH 7.4 di -14,
mentre la seconda di -1. Il punto isoionico, cib@H di soluzione di HSA
completamente deionizzata, € circa pH 5.2 [20]; contrasto il punto
isoelettrico, cioe il pH in cui la carica nettaldgbroteina e zero, in NaCl 0.15 M
e circa pH 4.7 [21]: probabilmente gli ioni clorueogli acidi grassi legati alla
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proteina determinano la riduzione di questo valspetto al punto isoionico.
[14].

HSA e costituita solamente da amminoacidi, senagpmr prostetici;
inoltre, non avendo sequenze Asn-X-Ser/Thr, necesper le N-glicosilazioni,
e una delle poche proteine del siero non glicasillt tre delle varianti note di
HSA, le mutazioni creano sequenze di Asn-X-Ser/Tehglicosilazione di questi
siti non sembra comunque avere effetti funzionalirealta, comunque, 'HSA
circolante accumula del glucosio attraverso reazuinglicosilazione non
enzimatica ed altre sostanze, come per esempiam @ystatione, attraverso la
formazione di un legame covalente tra i gruppi -8Hjueste molecole e il
residuo di*'Cys libero da ponti disolfuro. L'assenza di carfaitlviene usata
come criterio di purezza delle preparazioni di H3A&lbumina pura deve
contenere meno dello 0,05% (p/p) di carboidrati.[2@oltre le preparazioni di
HSA in genere contengono piccole quantita di md&guolto affini, come
bilirubina 0 emina, che causano la tipica colormagigiallastra delle soluzioni
concentrate della proteina, altrimenti incolori.

| 35 residui di Cys formano 17 ponti disolfuro, desdo libero il solo
residuo®Cys (Fig. 1.2). Di questo residui, quasi la metareva in posizioni
adiacenti lungo la catena. Benché sia stato dirmkosithe due Cys adiacenti
possano formare un legame S-S tra di loro [22]egdmente si considera che
ogni Cys formi un ponte disolfuro con il residuoGiis piu vicino, prima e dopo
la coppia Cys-Cys. La presenza dei numerosi pastlfdro spiega sia la sua
flessibilita, sia la sua particolare resistenza atindizioni esterne.

Per quanto riguarda la struttura tridimensionaigdisdi idrodinamica [23]
e di small-angle neutron scattering [24] convergomd’attribuire a HSA in
soluzione una forma a sigaro (ellissoide di rotag)acon I'asse maggiore di 140
A e quello minore di 40 A. Quando invece si trowtaforma di cristallo,
'alboumina assume una forma tetraedrica simile allgudi un cuore [25],
formato da triangoli equilateri di 80 A per lat@ncuno spessore medio di 30 A.
Questa differenza rende conto della grande fld#ailoiella proteina in funzione
delle condizioni in cui si trova. L'analisi ai ragi ha permesso anche di
determinare la struttura secondaria di HSA che,stfito solido, presenta il 67%
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di a-elica, il 10% dip-turn ed il restante 23% di catena estesa [25]BPD:
1A06].

»~

N-terminus

Fig. 1.2 Struttura cristallina di HSA (PDB ID: 1A06). Dispip®ne dei residui di cisteina di HSA.
Ponti disolfuro (in giallo)*Cys (in verde). Immagine creata a partire dal FIBB con il software freeware
YASARA® (www.yasara.or}y

1.2 FLESSIBILITA

L’albumina non € una proteina statica, ma é carati@#a da una elevata
flessibilita tanto da arrivare a descriverla coma molecola “che scalcia e urla”
[26]. L'intera molecola ruota in circa 40 nsec (meente di diffusione
rotazionale). La struttura a serie di loop permetta proteina di espandersi,
contrarsi e flettersi molto rapidamente, sia a geglel legame di molecole, ma
anche quando si trova da sola. L'adattamento stalg che avviene in
occasione del legame delle molecole all’albumimaddto rapido ed avviene in
circa 0.1-0.3 sec [14]. La velocita di scambio pi@itoni labili con I'acqua viene
spesso utilizzata per misurare la flessibilita elgifoteine. Gli studi vengono
effettuati tramite il trizio, sfruttando la sua raattivita come label, o piu
comunemente col deuterio che pud essere facilmantizzato tramite
risonanza magnetica nucleare (NMR) [27]. A pH fisico, circa 750 dei 1100
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protoni potenzialmente labili dell’albumina bovifRSA), scambiano con una
velocita che non puo essere misurata tramite NMRirigtura a 0°C. Altre due
classi di 280 protoni totali, scambiano con vebocit 10° e 10° se¢'. | restanti
70 non scambiano neanche dopo 24 ore [27]. Qukstata velocita di scambio
dei protoni e una caratteristica peculiare dellatina, addirittura unica tra le
proteine non enzimatiche [28], ed & probabilmepteetata alla sua propensita a
legare svariati ligandi. Benché si assuma chediaiba abbia un’unica forma in
soluzione, €& piu realistico pensare ad una molegolaontinuo cambio di
conformazione, infatti molti autori si riferisconall’aloumina come a una
proteina che “respira” [15, 27].

1.3 EQUILIBRI CONFORMAZIONALI

L’'albumina subisce varie transizioni conformaziomalfunzione del pH in
cui si trova. Al momento sono state identificatiatjto isomeri della forma
normale (conformazione N): estesa (extended, B} &3 rapida (fast, F) a pH
4, basica (basic, B) a pH 8 e invecchiata (agedn#®yno a pH 10. Gli equilibri
tra queste conformazioni sono completamente revigrsi

La forma F € la predominante a PH 4 e prendeniendal fatto che migra
piu rapidamente della forma N su gel elettrofof@8i]. L’albumina in questa
forma diventa meno compatta e meno solubile. lltemmo di alfa elica si
riduce, anche se non in maniera drastica. Espetireffiettuati su frammenti
della proteina suggeriscono che la durante laizame N-F, i domini Il + 1IB
si separino dai domini | + 1A [25].

Scendendo al di sotto di pH 3, si ha un’ulteriatassamento della molecola,
che diventa completamente estesa e perde quasietampnte la sua struttura
terziaria. Il segnale CD residuo che si osservagueste condizioni viene
attribuito a piccole porzioni ordinate dalla presedei ponti disolfuro.

La forma B diventa predominante a pH 8, il che #iiga che € presente anche in
condizioni di pH fisiologico. Per questo motivo maicercatori attribuiscono
alla forma B un’importanza fisiologica e per il gporto dei farmaci. Nella
forma B, lI'albumina sembra perdere rigidita, intmalare nella regione N-
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terminale. Alcuni farmaci, noti legare il sito ll@eproteina, sembrano interagire
con la forma B con maggiore affinita rispetto ditema N, mentre il sito Il
mostra minori differenze. [14].

La forma A (da non confondere con l'albumina A,cibmune allotipo di

albumina, (cfr. par. 1.7), scoperta lasciando wazsone di HSA a pH 9 per 3-
4 giorni, e caratterizzata da una banda particaatenlenta in gel elettroforesi
[30]. Questa forma predomina a pH 10, e mostra un equilibrio “quasi”
reversibile con le forme B e N, anche se procede woa certa inerzia. La
composizione in alfa elica non sembra differire tmala quella della forma B
[31]. | cromofori e fluorofori della albumina nelldorma A appaiono

maggiormente esposti ai solventi e la proteina & quiscettibile all’attacco
proteolitico, il che indica I'assunzione di una rfa piu aperta e rilassata,
rispetto alla forma N.

1.4 CARATTERISTICHE SPETTROSCOPICHE

Le tecniche spettroscopiche rivelano principalmemgeippi funzionali che
esibiscono proprieta radianti: assorbanza, fluemz&, polarizzazione,
rotazione della luce e radiazioni Raman. | grupgponsabili di queste proprieta
sono principalmente quelli degli amminoacidi aramafTrp, Tyr e Phe, In
ordine di attivita). Le tecniche principalmente lindate per studiare le
caratteristiche di legame dellHSA sono I'assorieeUV, la fluorescenza e il
dicroismo circolare.

1.4.1Assorbanza
Nel campo del visibile (400-800 nm), le soluziomiadbumina, essendo

incolori, non assorbono luce. Alcune preparazionsgono risultare gialle a
causa della presenza di piccole quantita di bilivapcarotene o, soprattutto
nelle preparazioni commerciali, ematina e prodditidegradazione dell'N-
acetil-Trp.

Nel vicino ultravioletto (240-400 nm), l'assorbintendell’albumina é
simile a quello della maggior parte delle proteseaza gruppi prostetici, con un
picco intorno a 280 nm. Comungue sia, a causa pedsenza di un solo residuo
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di Trp, I'assorbivita e particolarmente bassa @%&tro un’assorbivita pari a 1
della maggior parte delle proteine). Questo sotaila grande influenza del Trp
nella banda a 280 nm, infatti le assorbivitagf per Trp, Tyr e Phe sono
rispettivamente 5540, 1480 e ~ 0. A causa dellagmza di due residui di Trp,
anziché uno, I'assorbivita della BSA a 280 nm eait 25 % piu alta di quella
della HSA. Il massimo di assorbimento di HSA e B&d#n e esattamente 280
nm, ma si aggira tra 278.5-279 nm. Tra pH 5 e p#&una lieve differenza di
assorbimento, mentre non si osservano differena@ieado la forza ionica tra
0 e 0.3 M. Il valore di assorbivita delle diverdbuanine, calcolato a partire
dalla composizione amminoacidica considerando aiicbentributo dei ponti
disolfuro (.3=134) € in ragionevole accordo con quanto deternmina
sperimentalmente. Per HSA, BSA e RSA (rat serunuraib) le assorbivita
calcolate sono rispettivamente 0.52, 0.65 e 0.8} [8entre quelle sperimentali
sono 0.531, 0.661, e 0.59 [14]. La misura dell’dsanza a 287 nm, dove
I'assorbanza delle Tyr € massima, permette di pl@vee la posizione relativa
all'interno della molecola. Circa due terzi deir&8idui di Tyr di HSA risultano
influenzabili dagli effetti del solvente [33]. Diugsti, sei sembrano giacere
abbastanza vicino alla superficie da venire infaanda solventi ingombranti
come il glicole polietilenico [34]. Basandosi saffetto del blocco di‘Cys, uno
di questi sei sembra vicino ad esso. Presi nel tmsep, gli studi delle
variazioni spettrali nel vicino ultravioletto indino che un terzo dei residui di
Tyr sono facilmente accessibili e giacciono quigadila superficie molecolare
della proteina, un altro terzo diventa accessihnileondizioni di pH acido in cui

I domini di HSA si separano, mentre l'ultimo terzbiventa accessibile
solamente a seguito della riduzione dei residuCys che comporta I'apertura
irreversibile della struttura tridimensionale dellateina [14]

Nel lontano ultravioletto (sotto 240 nm), I'assoneinto della proteina é
dovuto principalmente ai legami peptidici, con uacp vicino a 187 nm [35].
L’assorbanza & molto alta {4 a 190 nm per BSA é circa 50 volte il valore del
picco a 280 nm) ed é molto influenzata dalla preaeti gruppi carbossilici o
idrossilici. Il minimo di assorbanza nell'intervalll87-280 nm e centrato a circa
253 nm. Il suo valore di assorbanza e sensibile mtesenza di turbidita o
Impurezze: una buona soluzione di HSA presentag 0.5 X Ago [14].
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1.4.2Fluorescenza
La fluorescenza emessa da HSA é attribuita prihtipate dal residuo di

Trp, ma in realta anche i numerosi residui di Tgsgono emettere fluorescenza.
Utilizzando una\ di eccitazione compresa fra 295 e 305 nm, i residliyr non
vengono eccitati, per cui I'emissione centrata imboa 345 nm e dovuta
esclusivamente al residuo di Trp. E perd possisilmare il contributo dei
residui di Tyr, utilizzando un@ di eccitazione minore di 295 nm, capace di
eccitare sia i residui di Tyr che quello di Trpttszendo poi il contributo del Trp
misurato a\ > 295 nm [14]. La fluorescenza del residtdlrp pud essere
sfruttata nella caratterizzazione del legame dendai ad HSA [36-38]. Questo
residuo infatti, si trova all'interno del sito If(cpar. 1.5.1) e le molecole che
legano a questo sito, o che ne modificano la statin maniera allosterica,
variano il microambiente attorno all’'amminoacidasindone di conseguenza il
segnale di fluorescenza.

1.4.3Dicroismo circolare (CD)
L’'albumina mostra uno spettro di dicroismo di disroo circolare ad alta

energia {<240nm) dall’aspetto tipico di una proteina ad altmtenuto dia-
elica, con due massimi negativi centrati intorn208 e 222 nm, € un massimo
positivo centrato intorno a 190 nm.

L'analisi dello spettro CD ha permesso di stimaestruttura secondaria
assunta in soluzione dalla proteina e, analizzalmdspettro di dicroismo
circolare ad alta energia di HSA attraverso l'ugb sbftware freeware CDPro
[39], un programma di calcolo basato su struttwweosdarie ottenute tramite
diffrazione ai raggi X di svariate proteine, siepsitjono dati in accordo con quelli
determinati allo stato solida-elica, 63% -sheet 3.8%p-turn 11,8% e catena
estesa 21,7%).

Le proprieta di legame delle molecole all'albumpwssono essere studiate
tramite la tecnica CD, seguendo le variazioni dsfiettro di dicroismo circolare
indotto (ICD) al variare delle condizioni. Spessofatti, il legame di una
molecola alla proteina, stabilizza una particolemaformazione che determina
una chiralita, anche per molecole non chinali, per il legame analita-
albumina, genera un segnale CD diverso dalla sodegé spettri dei singoli
componenti. Un tipico esempio €& rappresentato dategpam, un farmaco
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achirale che esiste in due conformazioni simmegrich equilibrio tra loro in
soluzione, dette M e P. Il legame del diazepam &A Hstabilizzando la
conformazione M piu di quella P [40, 41], da angiad un segnale ICD che &
stato sfruttato per studiare l'ubicazione del sitopiu alta affinita e per
determinarne la costante di legame [42].

In studio recente la medesima tecnica € statazdiid per identificare le
differenze di legame di alcune molecole ad alburdiredtri mammiferi [43].

1.5 SITI DI LEGAME

L'albumina interagisce con gran numero di molecai@, endogene che
esogene. Generalmente i farmaci legano ad un wsitop o ad un ristretto
numero di siti ad alta affinita, con una costantassociazione compresa tr&-10
10° M* [45]. In aggiunta al sito primario, spesso esistammerosi siti
secondari che i farmaci, generalmente, legano agaffinita notevolmente
inferiore. Comunque, I'attenzione degli studi defieerazioni tra farmaci e HSA
viene rivolta quasi esclusivamente ai siti di legaad alta affinita, perche la
concentrazione di farmaco nel sangue che vienduaiggin un normale regime
terapeutico € generalmente molto piu bassa dia@deHSA (~600 uM), per cui
si pud ragionevolmente supporre che solo i siti ath affinita siano
effettivamente occupati.

Nel caso di molecole chirali, il legame ad HSA @sgo enantioselettivo;
guesto fenomeno ha assunto una crescente impongtiaultimi anni visto
che piu di un terzo delle molecole commercializzatechirale. Pertanto e
necessario indagare se l'enantioselettivita delars®y comporta differenze
sostanziali nella farmacocinetica del farmaco. 8mo comunque considerare
che le differenze di comportamento farmacocineticm enantiomeri sono
generalmente di piccola entita, se confrontatequazdle farmacodinamiche.

Un lavoro pionieristico di Sudlow e collaboratodi5], basato su studi di
competizione con sonde fluorescenti, ha dimostfagistenza di due siti di
legame principali, nominati siti | e Il, a cui laaggior parte dei farmaci si lega
con un’alta affinita (Fig. 1.3).

23



Uno studio cristallografico piu recente [46] ha &iatp questo modello,
identificando 7 regioni di legame (nominate FA1p@r gli acidi grassi saturi a
catena lunga; tre dei 7 siti corrispondono ai ki@ Il di Sudlow (FA7 e |l
complesso FA3-FA4, rispettivamente) (Fig. 1.4).

SITO II

i
1

C-terminus

Fig. 1.3 Struttura cristallina di HSA (PDB ID: 1A06). Locatiazione dei siti di legame secondo
Sudlow et al. Gli amminoacidi considerati importgur il legame dei farmaci sono indicati in vefdio I) e in
giallo (sito Il). Immagine creata a partire dal file PDB con il safte/freeware YASARA®Www.yasara.ory

Studi cristallografici successivi hanno dimostreb@ a questi 7 siti legano
anche acidi grassi a catena intermedia, gli acidsgl mono e poliinsaturi a
catena lunga [47-49]. Ulteriori studi hanno infidienostrato che anche I'emina
[50, 51], la tiroxina [52] e svariati farmaci [5&p si legano ad uno o piu di
guesti 7 siti di legame. Studi di NMR al carbonanho permesso confermare la
localizzazione dei siti di legame di LCFA ed ineltdi determinarne I'affinita
relativa. | risultati ottenuti indicano che [l'oréin di affinita e
FAS>FA4>FA2>>FAL, FA3, FA6, FA7 [57].
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HSA-Myristate

Fig. 1.4. Struttura cristallina di HSA complessata con matist(PDB ID: 1E7G). Localizzazione dei
siti di legame per gli LCFAsImmagine creata a partire dal file PDB con il safter freeware YASARA®

(www.yasara.orp

Al momento della stesura di questa tesi sono pteleestrutture ai raggi X
di HSA complessata con acidi grassi a catena lungatermedia ( PDB ID:
1E7E, 1E7F, 1E7G, 1E7H, 1E7I, 1GNI, 1GNJ) [48, 49$A complessata con
(PDB ID) acido 3,5-diiodosalicilico (2BXL), azaprapone e indometacina
(2BXK), azapropazone (2BXIl), fenilbutazone e indtemena (2BXQ),
indometacina (2BXM), oxifenbutazone (2BXO), fenilamone (2BXP),
iodipamide (2BXN), [56], acido triiodobenzoico (1BK [46], (S)-warfarin
(1HA2), (R)-warfarin (1H9Z) [54], acido salicilic130), acido acetilsalicilico
(2122) [58], tiroxina (1HK4) [52], emina (1N5U) [30alotano (1E7C) [53] in
presenza di miristato e HSA complessata con azapooe (2BX8), warfarin
(2BXD), diflunisal (2BXE), diazepam (2BXF), ibupmie (2BXG), indoxil
solfato (2BXH), oxifenbutazone (2BXB), CMPF (3-cary-4-methyl-5-propyl-
2-furanpropanoic acid) (2BXA), fenilbutazone (2BX{5p6], propofol (1E7A),
alotano (1E7B) [53], tiroxina (1HK1) [52], in asszandi miristato.
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1.5.1Sito |
In generale, le molecole che legano ad alta afimit sito | sono acidi

dicarbossilici e/o molecole eterocicliche ingomhirazson una carica negativa
localizzata al centro della molecola. Queste aanatiche comunque non
sembrano sufficienti per prevedere se una molepoksa legarsi o0 meno a
guesto sito, visto che anche molecole con carstitgie molto diverse,
sembrano legarsi al sito | con alta affinita [44]sito I, (detto anche sito di
legame warfarin-azapropazone) sembra essere mafiernte ed adattabile,
visto che molecole molto ingombranti come la bbina possono legarsi; inoltre
e stato dimostrato che piu molecole possono legaesto sito in maniera
indipendente [15], come ad esempio le coppie fatabone-indometacina e
azapropazone-indometacina [56]. Questo fenomengesisge I'esistenza di piu
sottositi parzialmente sovrapposti 0 comunque, enaltini tra loro, oppure che
variazioni conformazionali guidate dal legame daumolecola, modificando la
disposizione tridimensionale del sito, creino, dittd, un nuovo sito,
strutturalmente diverso da quello in assenza daetitecola [44]. Forse sarebbe
guindi piu corretto parlare del sito | come un”ardi legame”, piuttosto che di
un sito vero e proprio. In un primo modello, ilosit veniva considerato
composto da almeno due sottositi sovrapposti (wiari azapropazone) [59].
Altri studi piu recenti suggeriscono l'esistenzaatineno tre regioni, chiamate
la, Ib e Ic [60]. Secondo questo modello la regitmesi collocherebbe tra le
regioni Ib e Ic, rivestendo un ruolo di connessitrze questi due sottositi; le
regioni Ib e Ic, viceversa, non sembrerebbero cesmdra loro, visto che, da
esperimenti di dialisi all’equilibrio, il legame queste regioni sembra avvenire
in maniera indipendente. In realta, esperimentdidroismo circolare hanno
dimostrato che il legame di marker specifici detosic, modificando
allostericamente il sito Ib, variano I'orientaziospaziale dei marker specifici
del sito Ib, senza pero influenzarne [affinita. €3to riarrangiamento
conformazionale dell’albumina presenta forti anadog quello che avviene a
seguito della transizione N-B (cfr. par. 1.3), @ash da pH 6 a pH 9. Dansil-L-
asparagina (DNSA) e n-alchil-p-amminobenzoati vewgautilizzati come
marker specifici dei sottositi, Ib e Ic, rispettmante [61]. Nel cristallo, il sito |
di HSA e costituito da una larga tasca idrofobidt@asa nel dominio IIA,
delimitata dalle sei eliche del sottodominio llAda un loop (residui 148-154)
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del sottodominio Ib. Il residu@“Trp, I'unico nella struttura primaria di HSA, si
trova allinterno di questa tasca. La parete irdemtella tasca e formata
principalmente da residui idrofobici, a parte dlester di amminoacidi basici
situati nella parte inferiore e all’entrata delesda. Il sito puo essere suddiviso
schematicamente in una larga zona centrale, daiastendono tre differenti
compartimenti: andando verso la parte posterioretravano due aree
idrofobiche, una a destra e l'altra a sinistra,asefe da®¥le, mentre il terzo
compartimento protrude dalla zona centrale in awearso il basso. Dai risultati
ottenuti tramite raggi X, si € constatato che iseaga di acidi grassi, warfarin,
fenilbutazone, oxifenbutazone e CMPF si posizionaalla porzione centrale
della tasca [56], intercalando il loro gruppo plandra le catene laterali
idrofobiche di*®*%Leu e?*'Ala. La posizione del resto della molecola & invece
molto variabile. Tutti questi farmaci occupanonianiera piu 0 meno estesa, la
porzione posteriore destra, mentre solo fenilbutaze CMPF proiettano i loro
gruppi idrofobici nella porzione posteriore singstilLa parte anteriore viene
occupata dai gruppi fenilici di oxifenbutazone erfaan. Oltre alle interazioni

di tipo idrofobico, tutti i farmaci si posizionanm maniera da formare un
legame a idrogeno con il residti8Tyr: questo amminoacido, in assenza di acidi
grassi, assume quindi un ruolo centrale per ilnegalei farmaci al sito I. In
presenza di miristato, invec8°Tyr si posiziona in maniera tale da assumere un
ruolo marginale per il legame dei farmaci. E ingsente notare che gli
enantiomeri del warfarin si legano essenzialmendlanstessa maniera e
formano entrambi tre legami ad idrogeno. Questcandhe la stereoselettivita
di HSA nei confronti di queste molecole non e davaitdifferenze di legame al
sito | [54]. Un’altra peculiarita e rappresentatall’drientamento di
fenilbutazone e oxifenbutazone all'interno del sgar avendo solo una piccola
differenza strutturale (I'oxifenbutazone ha un gropossidrilico su uno degli
anelli aromatici), le due molecole, in assenzaacidi grassi, si legano in
posizioni ruotate di 180° l'una dall'altra. La peeza di miristato, invece,
obbliga I'oxifenbutazone a legarsi con la stessentazione del fenilbutazone.
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1.5.2Sito Il

Le molecole che legano il sito Il (o sito indoleAzodiazepine) ad alta
affinita sono spesso acidi carbossilici aromation cuna carica negativa
posizionata ad un estremo della molecola, lontah@ehtro idrofobico (ad es. i
farmaci antiinfiammatori non steroidei, FANS). iticsll € piu piccolo del sito I,
infatti nessuna molecola ingombrante (come ad #ésuldna, emina, ematina,
ed altre porfirine) sembra capace di legarsi atguaso. Inoltre, sembra essere
poco flessibile, perché il legame é fortementeumfizato dalla chiralita delle
molecole. Tipico esempio dell’enantioselettivitd siéo || € rappresentata del L-
Trp che ha un’affinita 100 volte piu elevata deibmtiomero D [62]. Inoltre
sostituzioni di piccoli gruppi sui ligandi di quessito possono influenzare in
maniera determinante il legame. Ad esempio il gpar® ma non il suo analogo
fluorurato flunitrazepam, lega il sito Il con el¢éxaaffinita [63], oppure, la
semplice sostituzione del idrogeadai L-Trp con un metile impedisce il legame
al sito Il. Quindi, nonostante svariate molecobnsiin grado di legare il sito Il,
guesto sito sembra essere piu restrittivo del kitm particolari condizioni,
comungue, anche il sito Il mostra una certa flésipinfatti riesce a legare due
molecole di acidi grassi (siti FA3 e FA4) [48]. balisi cristallografica ha
localizzato il sito Il allinterno del dominio IllAed ha evidenziato che é
strutturato essenzialmente come il sito | [56, 8. | residui**’Arg e **Tyr
sono generalmente considerati importanti per iaiheg delle molecole a questo
sito, come ad esempio per il ketoprofene, anchesperimenti compiuti su rHA
hanno dimostrato ch&%Arg non & essenziale per il legame del diazeparh [66
La principale regione di legame del sito Il cordsde alla zona centrale del sito
I; da qui si origina un ulteriore compartimento,rregpondente a quello
posteriore destro del sito I, benché sia accessgnlamente a seguito di un
riarrangiamento ligando-indotto del’lHSA. Sono ioeeassenti tasche di legame
analoghe al compartimento posteriore sinistro eraire del sito I. A differenza
del sito 1, il sito 1l ha un unico cluster di amroacidi polari {*°Arg, “*'Tyr,
" ys, *¥9Ser) situati situato su un lato allingresso déd.sQuindi, pur avendo
varie analogie, i siti | e 1l sono chiaramenteidgtiibili per forma, dimensioni e
polarita, e questo da ragione delle differenti tarstiche di legame [56]. |
ligandi del sito Il di cui e stata risolta la stura cristallina del complesso con
I'HSA (diazepam, ibuprofene, diflunisal e indoxdlfato) si posizionano nella
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zona centrale del sito, con almeno un ossigendtoiviella direzione del cluster
polare. L'unica eccezione e il propofol (diisopiégmolo), il cui gruppo
ossidrilico, per ragioni steriche dovute ai suoigpi isopropilici, non puo
interagire con il cluster di amminoacidi polari. duo legame viene invece
stabilizzato dalla formazione di un legame idrogena I'ossigeno carbonilico

di “*%Leu.

1.5.3Altri siti di legame
Nonostante la classificazione di Sudlow e collabmrasia ancora molto

utile, col passare del tempo sono state raccolieeravidenze sperimentali che
dimostrano che i siti | e Il non sono gli uniciisii legame ad alta affinita di
HSA. Ad esempio probenecid e amitriptilina non beano legare nessuno dei
due siti [45], e anche il sito di legame ad althn@h della digitossina non é
stato ancora localizzato [44] . Inoltre, non & cdmaente possibile limitarsi alla
clasificazione di Sudlow, nel caso di molecole tdgano piu di due siti. Ad
esempio, studi di microcalorimetria e NMR dimostrathe la tolbutamide si
lega ad HSA a tre siti con un’affinita comparabdejon ad un unico sito ad alta
affinita [67]. Nonostante sia notorio che i farmaéeisici si legano alla-AGP
con alta affinita, molti di questi si legano coteaffinita anche ad HSA, benché
la localizzazione dei loro siti di legame sia a@ceconosciuta [14, 44].

Il legame irreversibile delle molecole a carico lalel’Cys merita un
discorso a parte. Il residuCys si trova ne dominio IA (Fig. 3) ed & I'unico
residuo tiolico libero da legami disolfuro. Genemahte, in circa la meta dei
gruppi sulfidrilici dei campioni di HSA**Cys non & libera, ma & in realta
presente sottoforma di disolfuri misti con cistemglutatione, oppure si trova
ossidata a solfito, solfato o sulfonato. Il resé gruppi sulfidrilici sono invece
liberi e accessibili, e rappresentano la maggianmetef di gruppi tiolici nel
sangue. Questo residuo e quindi disponibile afiatd di sostanze ossidanti
tanto che la quantita di HSA ridotta (mercaptoallmanpresente nel sangue e
stata proposta come biomarcatore dello stressaissd14]. Questo residuo si
lega inoltre in maniera irreversibile a svariatrnfiaci, come ad esempio i
derivati bucillamici, aurotiomalato, auranofina, p@nnicillamina, captopril,

acido etacrinico, cisplatino, ma anche cisteinaahticisteina [44].

29



1.5.4Interazioni per il legame ad HSA
Data la grande flessibilita dell’albumina e il numeelativamente piccolo

di siti di legame ad alta affinita, il legame diaumolecola alla proteina spesso
influenza il legame di altre molecole che si legamoultaneamente [68]. Queste
alterazioni nel legame all’'albumina possono congrerivariazioni significative
delle proprieta farmacocinetiche dei farmaci, stiptto nel caso di quelli che
competono per lo stesso sito ad alta affinita. lburd casi di competizione,
comungue, l'incremento della concentrazione di teronlibero € minore di
guello atteso, perché gran parte del farmaco obevspiazzato da un sito, va a
legarsi ad un altro. Ad esempio il carprofene, azpato dal sito Il dall’
ibuprofene, va a legarsi al sito I. [69]. Lo stesesnomeno € stato oseervato
anche con il diclofenac [70].

Il legame dei farmaci puo essere modulato anchéedame simultaneo di
composti endogeni, come acidi grassi, metabolittmici, sali biliari e
bilirubina. Gli acidi grassi a catena lunga (LCFAsmpetono con i farmaci per
il legame ai siti FA1-7, ed inoltre, possono in@urcompetizioni di tipo
allosterico. Gli acidi grassi competono in manielieetta con i farmaci che
legano il sito Il, in quanto corrisponde ai sitpau alta affinita per gli LCFA
(FA3-FA4). Viceversa, l'effetto della presenza dCEAs sul sito |, dipende
dalla loro concentrazione: bassi eccessi di LCF&entano I'affinita di legame
per vari ligandi specifici per il sito | (compeinzie allosterica positiva) come
warfarin, furosemide e bilirubina, mentre alti essie LCFAs, invece,
diminuiscono I'affinita (competizione allostericagativa e competizione diretta
al sito FA7). [44]

L’insufficienza renale cronica é associata all'analp di tossine uremiche
nel siero, tra cui anche quattro acidi organici legano I'albumina e competono
con svariati farmaci, come diazepam, warfarin, @@édlicilico, furosemide, L-
Trp, L-tiroxina e fenitoina. In particolare il CMPEhe lega specificamente |l
sito |, compete con farmaci che legano allo steséo come warfarin,
furosemide e bilirubina [71]. Allo stesso mododsdine indolo-3-acetato, idoxil
solfato e ippurato, che legano il sito Il con affinita, spiazzano i farmaci che
legano questo sito. Numerosi farmaci competonoladsilirubina, un prodotto
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del catabolismo dell'eme, tossico e insolubile, chene sequestrato e reso
solubile da HSA. Alcuni esempi sono: valproato, tre@tone, alcune
sulfonammidi come il sulfisossazolo, oxifenbutazondenilbutazone,
glibenclamide, tolbutamide, warfarin, salicilatdurosemide. | ligandi del sito
lI, invece, hanno generalmente poco o nessun @Bettlegame della bilirubina.
La presenza di alti livelli di bilirubina libera psono essere molto pericolosi,
soprattutto nei neonati, per cui tutti i farmacecranno somministrati ai neonati
dovrebbero essere testati per il loro effetto eghime della bilirubina ad HSA.

E quindi importante conoscere in dettaglio la diakione dei siti di legame
delle molecole, in modo da poter prevedere possittdrazioni tra farmaci che
devono essere assunti contemporaneamente e traciaentomposti endogeni
(soprattutto nel caso di farmaci che devono essm®unti in particolari
condizioni metaboliche). Queste informazioni, seermite in fasi precoci dello
sviluppo del farmaco, consentirebbero anche dirpstegliere le migliori
modifiche strutturali delle molecole, e quindi dtemere i farmaci col miglior
profilo farmacocinetico possibile.

1.6 PROPRIETA ENZIMATICHE

L'HSA mostra svariate proprieta enzimatiche, and®e il suo ruolo
principale resta quello di trasporto. Ad esempigt&ta osservata un’attivita
enolasica di HSA nei confronti del diidrotestostexpda parte del terminale
amminico della molecola [72]. Inoltre I'albuminaisge come tioesterasi grazie
alla presenza del residdCys; questa proprieta acquista importanza, daiopun
di vista clinico, in quanto permette la degradaeiatel disulfiram da parte
dellHSA [73]. HSA catalizza la deidratazione dlfaostaglandina Pe la
deidratazione, con conseguente isomerizzaziona déitketo-prostaglandina
E,. Gli amminoacidi del dominio A possono degraddaesulbenicillina in
maniera stereoselettiva, con I'enantiomero R degoagiu rapidamente di
guello S [44]. Quindi anche [lattivita enzimaticai HSA pud essere
stereoselettiva quanto il legame dei farmaci. Iimdoo IIA mostra anche
proprieta esterasiche; ad esempio catalizza ifetiasento del gruppo acetilico
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dellaspirina alla'®Lys. Questo comportamento & stato visto di recenie
cristallo tramite diffrazione ai raggi X [58] (Fig.5).

Il dominio IlIA possiede un’attivita esterasica servari substrati come il
p-nitrofenil acetato e vari altri esteri p-nitrofiri [66]. L'attivita
glucuronidasica é invece piu difficile da localimaperché sembra che i diversi
substrati vengano idrolizzati da domini diversicuadi, come il diflunisal
glucuronide, vengono idrolizzati a livello del sitp74], altri, come il carprofen
glucuronide, a livello del sito Il [75], ed altapme il ketoprofene glucuronide in
gualche altra regione della molecola [76].

L'attivita enzimatica di HSA pud essere sfruttatar pusi pratici. Ad
esempio e stato messo a punto un metodo di quazidine della proteina,
eseguibile sia tramite fluorimetria che spettrofoétria, che usa come substrato
una cumarina [77].

y ® =
L
—

Fig. 1.5 Struttura cristallina di HSA complessata con adadstilsalicilico (PDB ID: 212Z). Immagine
creata a partire dal file PDB con il software freeevYASARA® (vww.yasara.orjy

Inoltre [lattivita esterasica di HSA pu0o essereutfita per scopi
farmaceutici, in quanto permette l'attivazione dofarmaci in farmaci. Ad
esempio I'olmesartan medoxolmil viene convertitb plasma ad olmesartan in
pochi secondi [78]. Quindi la grande quantita duahina circolante permette di
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avere idrolisi rapide, benché I'attivita enzimatidaHSA, di per se, non sia
molto elevata.

1.7 PATOLOGIE

Mentre liperalbuminemia € quasi sempre dovutata# di disidratazione,
piuttosto che ad un aumento della sintesi dellaepra, I'ipoalbuminemia é
generalmente causata da una ridotta sintesi (e cealattie epatiche), da una
maggiore perdita da parte dell'organismo (in casirmdrome nefrotica e ustioni
estese) o da stati di malnutrizione [15].

L'analbuminemia €& una malattia ereditaria molto arafl4, 15],
caratterizzata da una bassissima concentraziordbdmina nel plasma (si
considera analbuminemico un paziente con una ctmazeéone di albumina
inferiore a 1 g/L) trasmessa tramite un tratto somACO recessivo.
Curiosamente, in quasi la meta dei casi, i pazisaio completamente
asintomatici, mentre gli altri hanno solo sintomiinici poco gravi
(generalmente edema e iperlipidemia). Per spiegagsto fenomeno, I'aumento
compensatorio dei livelli di altre proteine sericte sembra sufficiente, per cui
ci deve essere l'intervento di altri meccanismidxe poco chiari. [14, 15].

Infine, un’altra raro disturbo ereditario che calige l'albumina é la
bisalbuminemia, un’anomalia caratterizzata dalkspnza nel siero di una certa
guota di albumina “normale”, detta albumina A (aa rronfondere con la forma
IsomericaA, aged, cfr. par. 1.3) e da una certa quota di uaarguante. Questa
anomalia ha una prevalenza compresa tra 0,03-0¢ll# gbpolazione generale
(quindi e troppo bassa per usare il termine “poifimmo” che sottintende una
prevalenza superiore all'l%) [14]. Siccome solotarzeo degli amminoacidi
dell’albumina sono ionizzati, circa la meta del@stguzioni a singolo residuo
non comporterebbero variazioni della carica neéifadoroteina, quindi queste
varianti non sono rivelabili tramite elettroforgd4]; chiaramente l'uso della
spettrometria di massa puo risolvere questo pradldira i mutanti identificati,
solo uno ha mostrato un’alterazione funzionale:vémiante con aumentata
affinita per la tiroxina osservata nell’'ipertirogmia disalbuminemica familiare
(FDH). Al momento sono state individuate almenaeantinaio di varianti [14].
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CROMATOGRAFIA DI AFFINITA'E
BIOCROMATOGRAFIA

La cromatografia di affinita si distingue dagliraftipi di cromatografia
perché non sfrutta differenze nelle proprieta fisiqer la separazione delle
molecole, ma si avvale dell'estrema specificitded@iterazioni biologiche; da
gesto ne deriva la sua particolare selettivita.

Questa tecnica utilizza un ligando biologico confase stazionaria. |
ligandi capaci di interagire biochimicamente cajaindo vengono ritenuti,
mentre le altre sostanze vengono eluite dalla fiasigile. La tecnica e nata per
la purificazione di enzimi, ma le applicazioni eng rapidamente estese anche a
nucleotidi, acidi nucleici, immunoglobuline, reaettdi membrana e persino a
cellule intere e frammenti cellulari. | ligandi edomponenti che devono essere
separati con questa tecnica di solito sono sia i@paente che
elettrostaticamente complementari I'uno all'alttadesorbimento dell'analita
realizzato, generalmente, tramite eluizione con swiazione che contiene una
sostanza che si lega al ligando con maggiore tifall'analita.

La biocromatografia & un particolare tipo di croogaafia di affinita, in cui
la macromolecola biologica che conferisce selgétidetta ligando), viene
immobilizzata sul supporto cromatografico in maaigale da mantenerne
inalterate le proprieta di legame mostrate neltanfonativa. In questa maniera
la ritenzione dei soluti iniettati in colonna sa@relata alla loro affinita per |l
ligando. La tecnica biocromatografica permette duad ottenere informazioni
predittive sul legame delle molecole nell'interamacon le proteine [79-82].

L’interazione di piccoli soluti con le proteinemportante in molti processi
biologici. Esempi includono l'azione di enzimi ssuibstrati, il legame degli
ormoni con i loro recettori e il legame di farmaal altri composti con le
proteine del siero.

La tecnica biocromatografica si € dimostrata paldionente efficace
guando applicata alla caratterizzazione dell'irdenae tra i farmaci e le proteine
del siero, in particolare I'HSA [6]. Piu recentertenquesta tecnica e diventata
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piu raffinata ed inizia ad essere applicata andle studio delle interazioni
farmaco-recettore [83, 84]

Il legame con le proteine del sangue e importaateleterminare il destino
dei farmaci una volta che sono entrati in circdlueste interazioni possono
influenzare la distribuzione, il metabolismo, lalogi#ta di escrezione, e la
tossicita dei farmaci. In aggiunta, la presenzaumt competizione diretta o
indiretta tra due farmaci o tra un farmaco ed umpasto endogeno (per es. un
acido grasso) per lo stesso sito di legame coroeipe plasmatiche, pud essere
I'origine di effetti indesiderati [5]. Per questoigportante avere una buona
comprensione di come gli agenti farmaceutici safegalle proteine del siero e
di come queste interazioni siano influenzate da slbstanze.

Il presupposto necessario per la corretta eseceiziah analisi
biocromatografiche & che la proteina legata ablmiacemportamento il piu
possibile simile a quello presentato all’interndi’deganismo. Per verificare che
guesta condizione sia soddisfatta, i parametri egiaine misurati mediante
HPALC dovrebbero essere confrontati con quellimattein soluzione, mediante
metodi biochimici, anche se spesso questo confrootoé semplice, a causa

delle diverse condizioni impiegate.

Il fatto che la proteina sia stabile e mantengagpeta di legame costanti,
permette di utilizzare una stessa colonna per msneesperimenti. Di
conseguenza una piccola quantita di proteina assllifficiente per condurre
molteplici studi e garantisce una buona precisiengproducibiita di analisi,
minimizzando eventuali variazioni dovute a fattesterni. La possibilita di
automatizzare la tecnica e di sfruttare il metodeL8, inoltre, conferisce al
metodo rapidita e accuratezza, permettendo laadi@mbe anche di piccole
differenze nell’affinita di legame dei farmaci afieoteina [82].

L’analisi biocromatografica viene condotta tramitee diverse strategie
(eluizione zonale e analisi frontale) che permettain ottenere informazioni
diverse. Entrambe vengono ampiamente impiegatdopstudio delle proteine
del siero [82].
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2.1 PRINCIPI

La cromatografia di affinita (HPALC) é una tecnida cromatografia
liquida impiegata generalmente nella purificazienenella quantificazione di
analiti presenti in matrici complesse.

In questa applicazione, la ritenzione dei solutidévuta alle stesse
interazioni, specifiche e reversibili, esistentiun sistema biologico, come |l
legame di un enzima con il substrato o di un arpie@on un antigene.

Queste interazioni sono sfruttate nella cromatagyrdfaffinita attraverso
I'immobilizzazione (o l'adsorbimento) di una delleoppie delle molecole
interagenti, su di un supporto solido e usandsigueome fase stazionaria in
un sistema HPLC (Fig. 2.1).

dbyd

Contenlior fose moblle

Raccolta
Solventi

Fig. 2.1 Componenti di un sistema HPLC

La molecola immobilizzata prende il nome di “ligafided & cid che
conferisce ad una colonna di affinita la capacitalegjare un particolare
composto in un campione.
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Insieme al ligando, un altro importante fattore lanetromatografia
d’affinita € il materiale utilizzato per sostenérdigando lungo la colonna, la
“matrice”.

Questo supporto deve essere caratterizzato da sso bagame non-
specifico per i componenti del campione, deve esfmile da modificare per
I'immobilizazione del ligando e deve essere stahlla velocita del flusso, alla
pressione e alle condizioni del solvente che vewaimpiegate nell'analisi o
nella purificazione dei campioni.

La cromatografia liquida di affinita ad alte prestmi (HPALC) é
caratterizzata da un supporto che consiste in [@quarticelle rigide (dell’'ordine
di qualchepum), in grado di di impaccarsi efficacemente e dppswtare alte
pressioni e velocita di flusso. Esempi di questppaurti includono silice
modificata o polimeri sintetici. Recentemente s@t@ii messi a punto anche
supporti di tipo monolitico. Questi supporti comsr® di un unico blocco
polimerico poroso, e, rispetto ai supporti impagcptesentano una minore
resistenza al flusso della fase mobile. Questar@@pconsente di utilizzare
velocita di flusso piu elevate, che porta a tem@rdhlisi piu brevi, mantenendo
comungue ottime risoluzioni [85]. Esistono varii tgp supporti monolitici per
applicazioni in cromatografia di affinita, ad esemgasati su polimeri di
glicidilmetacrilato, di agarosio, di silice o suagel di poliacrilammide [86].
Recentemente le colonne monolitiche di silice sinosodimostrate
particolarmente utili per lo sviluppo di bioreattenzimatici [87, 88]. | supporti
monolitici per applicazioni biocromatografiche soaacora in fase di studio, e
pertanto non sono reperibili in commercio.

La stabilita e [l'efficienza di questi supporti, iagrati e monolitici,
permette loro di essere utilizzati con I'equipagggato standard di un HPLC.

Quando le colonne di affinita sono utilizzate costieimenti per lo studio
delle interazioni soluto-ligando, questo approcoreene riportato come
cromatografia analitica di affinita, cromatografimantitativa di affinita, o
biocromatografia [89]. Dall'analisi del tempo d'&ione o dal volume di analita
dopo il suo passaggio attraverso la colonna, gngtno informazioni sulle
costanti d’equilibrio che descrivono il legame amalita e ligando. Se sono
presenti anche agenti addizionali nella fase molplessono essere ottenute
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informazioni su come tali agenti influenzano leenaizioni analita-ligando.
Ulteriori informazioni sulle velocita di questi pressi di legame possono essere
ricavati esaminando la forma del profilo d’eluizéodell’analita [84].

2.2 STUDIO DELLE PROTEINE DEL SIERO
MEDIANTE HPALC

La maggior parte degli studi eseguiti con 'HPALGne stati focalizzati
sulla sieroalbumina umana (HSA), la sieroalbumimite (BSA) e loy—
glicoproteina acida (AGP). Per quanto riguardartggine del siero BSA e HSA
sono state riscontrate buone correlazioni nei paramualitativi e quantitativi
ottenuti in biocromatografia [2, 4, 90]. La pro@iAGP, invece, in seguito ad
immobilizzazione su colonna, ha mostrato per alcwoumposti, un
comportamento diverso da quello tenuto in soluzif@k, 92]; per questo
motivo, al momento, le colonne di AGP vengono z#gite solo come selettori
chirali.

In generale, in cromatografia d'affinita, il maedda e il metodo usati per
I'immobilizzazione della proteina nella colonna edattori molto importanti. Il
supporto dovrebbe instaurare una minima quantitdéedtazioni aspecifiche con
le componenti dei campioni, presentare gruppiighev il legame della proteina
ed essere stabile alle condizioni di analisi (fygsressione, solvente). Nella
biocromatografia, inoltre, & importante che I'imniazazione non coinvolga
direttamente siti specifici di legame della proteimffinche le proprieta della
proteina stessa non risultino alterate.

Le colonne di HSA e BSA per 'HPALC possono esgaeparate legando
covalentemente l'albumina alla silice diolo, aaty con 1,1-
carbonildiimidazolo [2, 93], oppure legando diretemte la proteina alla silice
epoxy [7], attraverso il legame dell’aloumina aifice con un metodo base di
Schiff a due [90] o a tre passaggi [94], o utilizda silice modificata attivata
con N-idrossisuccinnimide [95]. Alcuni lavori soncstati eseguiti
iImmobilizzando la proteina su colonne di agaro8#) p idrossimetilmetacrilato
(HEMA) [97]. In alcuni casi sono state utilizzatelanne in cui la proteina e
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stata adsorbita, anziche legata covalentementmleaone a scambio ionico [98]
o su silice di grado HPLC [99].

Le colonne di albumina presenti in commercio sdttamme di Resolvosil,
sono preparate attraverso il legame incrociato liliraina con agenti come
glutarildialdeide o N-N’-disuccinimidil carbonatoLa presenza di legami
crociati rende la colonna piu stabile, ma ne ridtefédabilita, nel caso in cui la
colonna venga utilizzata per scopi biocromatografoziché prettamente
separativi [100].

Le colonne HPLC che contengono AGP immobilizzatagsenti in
commercio sotto i nomi Enantiopac e Chiral AGP,cspreparate ossidando la
componente zuccherina con periodato, in maniefard@are gruppi aldeidici in
tali residui. Innalzando il pH, i gruppi aldeidiceagiscono con i gruppi
amminici liberi di altre molecole di AGP. | risuith legami imminici sono
infine stabilizzati dalla riduzione con sodio ci@oooidruro per formare gruppi
amminici secondari. Questo metodo fornisce un sap@dPLC ricoperto con
AGP reticolato [100].

Un vantaggio nell'utilizzo di HPALC per gli studirqeine-soluto e
I'abilita di tale metodo di riutilizzare lo stesdigando per piu esperimenti,
quindi € sufficiente una piccola quantita di protei Cio permette di ottenere
una buona precisione minimizzando le variazionctesa e corsa.

Altri vantaggi includono la facilita con cui i metoHPALC possono essere
automatizzati e i periodi di tempo relativamenteticohe sono richiesti in
HPALC per la maggior parte di studi di legame (spes-15 min per analisi). |l
lavaggio continuo della proteina immobilizzata absolvente utilizzato come
fase mobile, rappresenta un ulteriore vantaggiomgenento che questo elimina
gli effetti prodotti da qualsiasi contaminante arga (per esempio acidi grassi),
che potrebbe essere presente nella preparaziamedemdella proteina [90].

Ogni volta che una proteina viene immobilizzata gteidiare interazioni
proteina-analita, € necessario verificare quantmmportamento della proteina
legata alla matrice sia simile a quello della pr@enel suo ambiente nativo.
Questo aspetto deve essere valutato caso per s@tm,base della proteina
studiata e del metodo d'immobilizzazione utilizzato
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Nel caso dell'albumina, esiste un gran numero dv@rche confermano la
similitudine tra il comportamento osservato corpieteine immobilizzate e le
stesse proteine in soluzione, sia da un puntosth jualitativo che quantitativo.
Per esempio é stato dimostrato in numerosi stumttitio accordo tra le
percentuali di legame ottenute con le colonne dédzate con HSA e i dati
ottenuti attraverso dialisi all’equilibrio, oppucke i fenomeni di competizione e
le interazioni allosteriche viste nelle colonne HS#o simili a quelle osservate
per HSA in soluzione [2, 3, 90].

Inoltre, le costanti d’equilibrio misurate con I'KABC per le albumine
immobilizzate mostrano generalmente un buon accootioquelle ottenute con
tecniche che lavorano in soluzione come la dialal’equilibrio o
I'ultrafiltrazione, quando ottenute in condiziodi solvente e temperatura
confrontabili. In particolare, & stato riscontratm ottimo accordo nella
dipendenza dalla temperatura di tali costanti, g@nbiamenti in entropia ed
entalpia e nelle costanti cinetiche [5].

2.2.1 Eluizione zonale
L'approccio HPALC piu utilizzato per lo studio delinterazioni di piccole

molecole con le proteine del siero € la cosiddeltiizione zonale. In pratica, €
lo stesso metodo utilizzato nella maggior partéedgbplicazioni analitiche della
cromatografia, in cui una piccola quantita di solvtene iniettata all'interno
della colonna, mentre il tempo di eluizione o illwme del soluto vengono
monitorate [5].

Il primo utilizzo dell'eluizione zonale per lo steddel legame soluto
ligando fu eseguito nel 1974 da Dunn e Chaiken Jj164e esaminarono la
ritenzione della nucleasi dello stafilococco swda colonna di affinita a bassa
prestazione contenente timidina-5’-fosfato-3’-amofamilfosfato
immobilizzata. La prima applicazione che prevedéutlizzo di un sistema
farmaco proteina fu eseguita da Lagercrantz e lmol&gori nel 1979 [102], che
utilizzarono colonne Sepharose a bassa prestaz@m®SA immobilizzata per
misurarne l'interazione di acidi grassi, steroidiligersi farmaci. A meta degli
anni ottanta, I'eluizione zonale venne utilizzatane parte del sistema HPLC
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per analizzare le proprieta delle proteine come fstaizionaria chirale [103,
104]. Dalla fine degli anni '80 I'approccio zonale HPALC inizid ad essere
utilizzato nello studio delle interazioni farmacwmfeina [3, 105, 107.]

La fase mobile usata in questi studi € costitditaolito da un tampone a
pH fisiologico con la presenza o meno di un modtfice organico[2-5]; inoltre
Vi puO essere aggiunta una quota di additivi o cetitgri. La variazione del
tempo di ritenzione dell’analita con la composiaafella fase mobile permette
di avere informazioni sull'interazione tra anaditsull’affinita di legame.

| fattori che possono essere variati in questo didavoro sono:

(1) pH, forza ionica e polarita fase mobile; (2nperatura; (3) il tipo di
soluto o ligando nella colonna; (4) la presenzapiazzatori nella fase mobile

[5].

Un importante vantaggio dell’eluizione zonale e ciohiede solo piccole
quantitd di analita per ogni iniezione (generalraedell’ordine di 10-10"°
moli); inoltre e possibile analizzare contemporaneate miscele di composti,
purche si ottenga una buona risoluzione tra i picolrispondenti. Questo € un
vantaggio importante nel caso in cui si voglianalgre molecole chirali di cui
non e possibile isolare i singoli enantiomeri aszadella loro elevata velocita di
racemizzazione. Ovviamente sara necessario che rdéeiqpa abbia un
comportamento enantioselettivo nei confronti deie danantiomeri della
molecola e che la colonna riesca a risolvere iema. Un altro vantaggio € la
sua facile esecuzione con la strumentazione HPEeCG:d&ettamente utilizzato,
guesto metodo permette di monitorare, in manigyeoducibile, variazioni nel
tempo di ritenzione di pochi secondi. Tra le vamplicazioni dell’eluizione
zonale, si trovano la misura del grado di affirdel legame soluto-proteina,
studi sulla variazione dell'interazione in funziodella composizione della fase
mobile o della temperatura e l'analisi delle ingoai che si stabiliscono tra
farmaci leganti lo stesso sito, 0 a siti allostedlla proteina [5].

Tutte queste applicazioni si basano sul fatto ehdéténzione osservata per
ogni soluto € una misura diretta delle interazicme si stabiliscono all'interno
della colonna. Il fattore di capacita dell’analjkd € correlato al numero di siti di
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legame attivi presenti nella colonna e alle costdejuilibrio per l'analita in
guesti siti:

k= (KA1n1+...KAnnn)m|_/VM (eq 21)

In quest’equazione k ¢ il fattore di capacita (k#t{;)/ty oppure k=(\%-
Vw)/Vw), Ka € la costante di associazione per ogni sito, an feakione di ogni
sito presente nella colonna, ne moli totali di siti di legame presenti in
colonna, \, il volume morto. Da quest’equazione si compredene un
cambiamento nella forza del legame, il numero tiliasiivi, o la distribuzione di
questi siti puo risultare in una variazione deifanzione dell’analita [5].

2.2.1.1 Valutazione della percentuale di legame
Una delle applicazioni dell’eluizione zonale in HE® € la misura della

percentuale con cui un farmaco si lega alla prateimmobilizzata. Cio si basato
sul fatto che il fattore di capacita, se misurdteguilibrio, & uguale al rapporto
tra la frazione di farmaco legato al ligando (bjuella di farmaco libero nella
fase mobile (f):

k= bif (€q. 2.2)

Considerando che b + f = 1, é possibile calcolarérdzione di farmaco
legato direttamente dal fattore di capacita [4]:

b = k/(1+k) q(e.3)

Tenendo conto che questi studi vengono eseguitergémente con una
piccola quantita di farmaco, in condizioni di ec®esli proteina, la percentuale
di legame misurata del farmaco risulta indipendeiedalle concentrazioni di
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proteina che di farmaco; viceversa, utilizzando giag quantita di farmaco, la

percentuale di legame dipendera sia dalla sua ntnazéone che da quella della
proteina, per cui sara necessario misurare questgndezze. Nella pratica, la
percentuale di legame misurata risulta indipendeiale concentrazioni se la
guantita di farmaco iniettato € 500-1000 volte il alla quantita di proteina

immobilizzata nella colonna [5].

2.2.1.2 Studi di competizione
L'uso piu comune del’HPALC, nello studio dei sistesoluto-proteina,

I'osservazione degli effetti dovuti all’interazioriea farmaci ed altri soluti nel
legame alla proteina.

Gli studi di spiazzamento vengono eseguiti iniettanno o piu composti
come analiti ed aggiungendo una concentrazionedi@gente competitore alla
fase mobile. In tal modo i farmaci si trovano a aeg la proteina
contemporaneamente e, in base al sito coinvoltes@w stabilire o meno
interazioni.

| possibili casi di interazione tra molecole ngjdene alla proteina sono:

1. Legame indipendente le molecole si legano a siti diversi,

indipendentementi tra loro.

2. legame cooperatival legame fra una molecola e la proteina induna u

variazione conformazionale che aumenta l'affinitdedjame di un’altra
molecola

3. legame anti-cooperativoil legame di una molecola fa diminuire la

capacita dell’altro composto di legarsi alla progiperché induce nella
proteina una modificazione che e sfavorevole abieg del secondo
composto con la proteina.

4. competizione direttale due molecole competono per lo stesso sito di

legame.
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In determinate condizioni d’analisi, ogni compostaaratterizzato da uno
specifico valore di k proporzionale alla perceng¢udillegame con la proteina.

Quando alla fase mobile viene aggiunto un competitai verificano
variazioni nei parametri di legame, che si man#estin una variazione del
valore di k; analizzando queste variazioni €& padssilstabilire il tipo di
competizione che si stabilisce tra i due farmagcil[®/].

La relazione esistente tra il k del soluto e lacsmrirazione del competitore
nella fase mobile, pud essere espressa dalla segemumazione:

1/(k-X-Y) = (Vm Kc [C])/(Ka M) + Vil (Ka ML) (eq. 2.4)

Dove Vy € il volume morto della colonna;e K, sono rispettivamente, le
costanti d'affinita del competitore e dell’analjpar il sito di legame del soluto;
m_ rappresenta le moli di siti di legame presenti dolonna; [C] e la
concentrazione del competitore; X € il valore deikerazioni residue con i siti
specifici della proteina; Y rappresenta la quotd diovuta le interazioni con i
siti aspecifici [107].

Il parametro X & una costante che rappresentariagme di k risultante dal
legame del soluto ai siti al quale lo spiazzatove Bi lega. Se il soluto e il
competitore si legano allo stesso sito della pnat¢competizione diretta), allora
X=0; nella caso di una competizione indiretta, oejel sito di legame non € lo
stesso e il soluto presenta delle interazioni tesidi conseguenza il valore di X
sara diverso da zero.

Il termine Y € un parametro caratteristico per agmnposto e rappresenta
il k residuo, dovuto alle interazioni che il solwtabilisce con i siti aspecifici
sulla fase stazionaria. Se, abbiamo un eccessonipetitore, I'analita dovrebbe
essere interamente spiazzato e il valore di k dinedendere a zero. In realta,
non si ha mai un completo spiazzamento e il fatttircapacita raggiunge un
valore Y, al di sotto del quale non scende.

La dimostrazione del fatto che il fenomeno e dovat interazioni
aspecifiche tra soluto e proteina, proviene daigducdiutocompetizione e da
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prove di legame effettuate con la proteina dentduia entrambi i casi si
riscontrato una ritenzione residua, da cui é giatvato il valore di Y per quel
composto [107]. La determinazione del tipo di cotigp@ne esistente tra due o
pil composti, avviene osservando 'andamento dafiggr avente alle ordinate
k-Y e alle ascisse [C].

Se entrambi I'analita e il competitore legano adsalo sito, il valore di X
sara nullo, non ci saranno interazioni residuetald legame specifico. Esistera
una correlazione lineare tra 1/(k-Y) e la [C]. Dabpporto fra coefficiente
angolare, (WKc)/(Kamy), e intercetta pari a W(Kam,) si ottiene il valore di
K¢ [82]. Conoscendo il valore dizWm,, che pud essere ottenuto mediante un
esperimento di eluizione frontale, si ottiene quertche il valore di K.

Anche se la competizione non fosse di tipo diréber lo stesso sito), dal
rapporto fra pendenza ed intercetta di un grafifio-Y), si ottiene comunque un
valore di K.. Questo puo essere confrontato con un valore dekdante di
associazione del competitore presente in letteaaatae i due valori sono
confrontabili, siamo di fronte ad una competiziaetta, mentre se il valore di
K¢ trovato € inferiore a quello in letteratura dietisi ordini di grandezza, allora
la competizione sara di tipo allosterico.

Questo modello suppone che analita e competitbl@aao un unico sito di
legame sulla proteina. Questa assunzione e geraransoddisfatta per |l
competitore che viene selezionato in base allaspeaificita per un particolare
sito di legame, mentre I'analita puo avere piu di sito di legame ad alta
affinita. In questo caso il modello descritto pussere utilizzato solo come
prima approssimazione e sara necessario consideragelli matematici piu
complessi.

2.3 Analisi Frontale
L'analisi frontale € un altro metodo usato in HPAlger I'analisi del

legame soluto-proteina. Essa differisce dall’elns zonale per il continuo
passaggio dell'analita attraverso la colonna.

| primi ad applicarla furono Kasai e Ishii nel 19€5si impiegarono questo
metodo con una colonna di affinita a bassa effaaemer I'analisi del legame
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soluto-ligando[108]. Nel 1978 colonne a bassa adfivennero utilizzate da
Nakano e collaboratori per lo studio del legame dalicilato con BSA
immobilizzata [109], e nel 1979 Lagercrantz e dmdiatori impiegarono un
metodo simile per esaminare il legame del salwiledn HSA [102]. Infine,
Loun e Hage riportarono l'utilizzo dell’analisi fitale e dellHPALC come
metodo per caratterizzare il legame di HSA immabkdta con numerosi soluti

[5].

2.2.3.1 Principi generali del metodo
Nell'analisi frontale, il soluto viene posto allterno della fase mobile e

viene fatto passare in continuo nella colonna clomtiene il ligando
immobilizzato. Quando il soluto si lega al ligantkbcolonna diventa satura e la
guantita di soluto che eluisce dalla colonna cregeglualmente, formando un
caratteristico cromatogramma sigmoidale. Se soesenti nel sistema veloci
cinetiche di associazione e dissociazione, il pulitiesso pud essere correlato
alla concentrazione dell’analita, alla quantitaligando nella colonna, e alle
costanti di equilibrio del complesso analita-ligancpercio la sua misura
permette la stima del numero di siti di legame @nésin colonna e della sua
affinita di legame con l'analita[8].

Variando la temperatura, il tipo di ligando immatzhto, ed il solvente che
passa attraverso la colonna, questo stesso tigimidio puo essere utilizzato per
la caratterizzazione della natura e del tipo dieteni che avvengono tra
analita e ligando nella colonna.

Come l'eluizione zonale, I'analisi frontale puo &ssfacilmente eseguita
utilizzando la strumentazione HPLC standard, coaggiunta il controllo della
temperatura della colonna e le usuali manipolazi@iia fase mobile e dei dati
per misurare il tempo di eluizione delle curve. Nstante I'analisi frontale
richieda l'utilizzo di maggiori quantita di analitégspetto all’eluizione zonale,
essa permette pero di ottenere un maggior numermfoimazioni. Il suo
principale vantaggio, come vedremo nella seziorgpuesgte, € la capacita di
misurare contemporaneamente sia le costanti dlilegoiche il numero di siti
di legame lungo la colonna. Cido rende questo undwabpproccio nella
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caratterizzazione delle proprieta della colonnareqgitenere precise misurazioni
dell’'affinita e dell’attivita di legame.

Per quanto riguarda le applicazioni, l'analisi fiae viene usata, come
I'eluizione zonale, per ottenere informazioni sistemi soluto-proteina, per
determinare l'affinita di un soluto, il tipo di lagie che si forma in una colonna,
I'effetto del solvente o della temperatura su guegiami e gli effetti dell’uso di

un competitore.

2.2.3.1 Misura dell’affinita e del numero dei sitidi legame
Assumendo che il soluto si leghi ad un singolo sitha proteina, la seguente

equazione mette in relazione il punto di flessdadelirva con i valori di K e
m,, ovvero tra la costante di associazione e le ndoliligando presenti

all'interno della colonna [90, 110]:

1/myapp= 1/( Kamg [A]) + 1/mg (eq. 2.5)

dove Mapp = Veuizione X [A] € rappresenta le moli di analita necessaes
saturare i siti disponibili nella colonna, mentrd] [é la concentrazione
dell’analita.

La determinazione dei valori dei singoli paramepuo essere effettuata
costruendo un grafico dell'inverso di &), in funzione dell'inverso della
concentrazione di analita. Tale grafico rappresanteretta avente pendenza di
1/( Kx m_) e una intercetta pari a 1/m

Quindi é possibile ottenere moli di proteina imniiazata calcolando
semplicemente l'inverso dell'intercetta, mentrectsstante di affinita e pari al

rapporto tra intercetta e pendenza.
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CAPITOLO 3

DICROISMO CIRCOLARE
NELLO STUDIO DEL LEGAME
FARMACO-PROTEINA

51



52



DICROISMO CIRCOLARE NELLO
STUDIO DEL LEGAME FARMACO-
PROTEINA

3.1 PRINCIPI DELLA SPETTROSCOPIA CD

Il dicroismo circolare (CD) € una tecnica spettogsca per lo studio di
molecole otticamente attive. Questa tecnica udlizkice circolarmente
polarizzata, destra e sinistra. La combinaziongueiste due componenti risulta
linearmente polarizzata e oscilla in un piano pedpmlare alla direzione di
propagazione.

eeee-

Fig 3.1 - Componenti di luce polarizzata circolantee destra e sinistra, si sommano per produree luc
linearmente polarizzata (in alto, visualizzatapiaho della pagina, in basso perpendicolare algian

L'osservatore situato sull’asse x (Fig. 3.1) vetheshl vettore elettrico
rimanere costante in intensita, ma ruotare tradcarirconferenze in direzioni
opposte. La somma dei due vettori relativi a queste componenti varia nel
tempo come il vettore E della luce polarizzatadimeente, percio quest’ultima
pud essere ottenuta dalla somma di due onde prddéei circolarmente in
direzioni opposte, di uguale intensita e in faaddro.
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3.2 SPETTRO DI DICROISMO CIRCOLARE E
SPETTRO DI DISPERSIONE OTTICA ROTATORIA

Quando un raggio di luce piano polarizzata ottewaiéa combinazione di
due onde circolarmente polarizzate, incontra unptane otticamente attivo, le
due componenti, destra e sinistra, interagiscononado diverso col mezzo
chirale.

Cio puo manifestarsi in due modi:

* le due onde si propagano con velocita diversa, Kio@ caratterizzate da
indici di rifrazione differenti.

» l'assorbimento da parte del campione della luceotarmente polarizzata
destra € diverso da quello della luce circolarmeotarizzata sinistra.

La principale conseguenza della diversa velocitgrdpagazione della luce
in un mezzo chirale & che le due componenti esdahaampione fuori fase.
Sommando vettorialmente i vettori elettrici dellgedonde si ottiene ancora luce
polarizzata linearmente, ma la direzione di polazone risulta ruotata di un
angoloo rispetto a quella della luce incidente.

La differenza tra i due indici di rifrazione,-ng € chiamatairifrangenza
circolare, mentre I'angoloo di cui viene ruotata la luce polarizzata e chiamat
rotazione ottica.

Per un campione chirale che abbia spessofa cm) e per una radiazione
monocromatica di lunghezza d'onda queste due grandezze sono legate
dall’equazione (3.1)

:18C[£[(nL—nR) Eqg. 3.1
A

La birifrangenza circolare & un numero molto pioc@a. 1¢) e percio
difficile da misurare, ma tramite la (3.1), puoarssricavata la rotazione ottica
la quale invece puo essere determinata con unipeio. Per poter paragonare
risultati di campioni a diversa concentrazione pasfuno utilizzare grandezze
che siano caratteristiche unicamente della sostarcree non dipendano da altri
parametri; si e cosi definita la rotazione molgug,

a

54



a [10C
= Eq. 3.2
[a] clv

doveC e la concentrazione del campione in moli/litre o spessore del
campione in cm.

Invece, la principale conseguenza del fatto cheomele polarizzate
circolarmente in modo opposto vengano assorbitersamente dal mezzo
chirale, &€ che i due vettori elettrici uscirannd ch&@zzo otticamente attivo con
diversa intensita, quindi il modulo dei due vettelettrici dei raggi polarizzati
circolarmente a destra e a sinistra diminuira, mereosi due diversi coefficienti
di estinzione molare, e sg. La misura della differenza tra | due = g -¢R,
riportata in funzione della lunghezza d’oridami da uncspettro di dicroismo
circolare o spettro CD

A\

N
ORD \/-—\/

L~
-

AN

CD

Figura 3.2 — Bande di assorbimento di molecoleathicaratterizzate da effetto Cotton opposto.

Tramite uno spettropolarimetro € possibile deteamgna rotazione ottica
di un mezzo in funzione della lunghezza d’ondaréfico risultante viene detto
spettro di dispersione ottica rotatoria o di ORD (Optical Rotatory
Dispersion), dove il termine dispersione € usatodeaotare la dipendenza dalla
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lunghezza d’onda (o dalla frequenza) di una graralégica che, in questo caso,
e la rotazione molare.

Le bande di assorbimento elettronico di una mokeadlirale possono
presentare valori di -egx positivi 0 negativi; cio dipende da quale delle due
radiazioni polarizzate circolarmente é assorbitanimdo maggiore. Il segno e
I'intensita delle bande di assorbimento dipendomdladstruttura molecolare
della sostanza in esame; mentre al di fuori di guesgioni il segnale risulta
nullo. Le bande con valori di dicroismo negativistrano spettri di dispersione
rotatoria positivi a lunghezze d’'onda inferiori mlassimo d’assorbimento e
negativi per valori maggiori div.; le bande con CD positivi mostrano invece
I'andamento opposto. L'insieme dei due fenomenhmmato effetto Cotton,
che é rispettivamente negativo o positivo nei cag considerati.

Due enantiomeri mostrano effetto Cotton opposto.

Lo spettro ORD e CD danno informazioni equivaletitfavia lo spettro
CD ¢ la tecnica d’elezione nella determinaziondadetiralita delle molecole.
Lo strumento per la misura del dicroismo circolaresenta infatti una selettivita
piu alta rispetto al polarimetro, perché il segr@l2 pud essere misurato solo in
corrispondenza di una banda di assorbimento, Gotrpretazione dei dati di
uno spettro CD risulta piu semplice di quella dowspettro ORD, dove é piu
difficile estrapolare il contributo di ogni singoédfetto Cotton. Quindi in genere
si valutano solamente i dati ottenuti tramite umpetso CD, in modo da
semplificare e accorciare le analisi [111].

3.3 DICROISMO CIRCOLARE ED ELLITTICITA'

Con la tecnica del dicroismo circolare si misuea differenza di
assorbimento tra la luce polarizzata circolarmedgstra e quella polarizzata
circolarmente sinistra. A seguito di questo assoénito, diverso in intensita per
i due versi di polarizzazione, il vettore elettrivon oscilla pit su un solo piano,
ma inizia a descrivere un ellisse; il semiasse naagge minore dell’ellisse
formano un triangolo e 'angoly opposto al semiasse minore, e detto ellitticita.
Questo angolo e proporzionale al dicroismo cireolar
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L’asse maggiore dell’ellisse € ruotato rispett@ glbsizione iniziale di un
angoloa che corrisponde alla rotazione ottica [112].

Quindi:

0 = tari* (b/a) Eq. 3.3

dove b e a sono rispettivamente I'asse minoressd’anaggiore dell’ellisse.

Figura 3.2 - (a) Altra visualizzazione della luc@ebrmente polarizzata composta da
componenti circolarmente polarizzati di uguale emnsita e fase. (b): Un differente
assorbimento delle due componenti circolarmentarjaziate destra e sinistra da parte di una
sostanza chirale riduce l'intensita di una compteispetto all'altra; quando ricombinate
danno luogo a luce ellitticamente polarizzata.

La relazione tra dicroismo circolare (A Ag) , dove A e Az sono le
assorbanze rispettivamente delle due onde sirsst®idestrorsa) ed ellitticita e
data dalla equazione (3.4):

_ 2,303[(A.— A=) [18C
an
Anche ['ellitticita € un numero piccolo e difficilda misurare; per questo
viene ricavata tramite I'equazione precedente dkdre del dicroismo circolare,
che invece pud essere misurato facilmente. Conmero indipendente dalle
condizioni di misura, viene definit&llitticita molare [6] in modo analogo alla
rotazione molare.

6 Eq 3.4
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61100
0 e Eq. 3.5
4] clY

L'assorbimento delle componenti circolari delladugolarizzata, segue la
legge di Lambert-Beer (Af =¢(A) - C -£), ma in realta nel dicroismo circolare
ho due tipi di assorbimento, uno per la luce pakata circolarmente sinistra e
uno per quella destra, per cui:

AL =logiol/lL) € A =logi(ld/IR).
ALy — Arpy =AA) = [eLpy-grpy ] CU =Agyy CL Eq.3.6

Combinando le equazioni (3.4), (3.5), (3.6), ottenga semplice relazione
numerica tra\A ed l'ellitticita:

[0] = 3298A¢ Eq. 3.7

Sia Ae che P] vengono usati normalmente, anche se, per ragtoniche,
gli strumenti commerciali riportano le misure iditetita. Molti preferiscono
esprimere uno spettro CD in elliticita molare; tfalparte,Ac sottolinea la
relazione che esiste tra uno spettro CD e un nermssorbimento, cosi altri
preferiscono usare valori die. Entrambe le misure hanno lo stesso andamento,
ma presentano valori diversi che differiscono dfattore di circa 3,3-£J113].

3.4 APPLICAZIONI E VANTAGGI DEL DICROISMO
CIRCOLARE

Il dicroismo circolare viene utilizzato per atere informazioni nello
studio di molecole otticamente attive o eventuak@eh molecole simmetriche
che hanno uno spettro CD dovuto all’ambiente ohirateato dai gruppi
circostanti [113]. Il dicroismo circolare € la téza di scelta per questo tipo di
indagine, poiché offre la possibilita di studiae proteina in fase liquida,
I'ambiente naturale in cui si trova la maggior paitlle proteine: inoltre non &
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una tecnica distruttiva ed € estremamente sensibithiedendo basse
concentrazioni di proteina (dell'ordine dewv).

Il CD viene quindi utilizzato per:

studi di legame tra farmaci a proteine bersaglio determinazione della
costante d'affinita del farmaco legato e della stiaformazione.

determinazione della configurazione assoluta di demantiomeri
interpretando i dati con il sistema di analisi emgoi, semiempirico 0 non
empirico.

sistema di rivelazione HPLC per determinare I'esoesnantiomerico, la
configurazione assoluta dell’enantiomero  prevalentestabilita
stereochimica di farmaci in vitro ed in vivo.

determinazione della struttura secondaria di bienme e studio di
transizioni conformazionali di rilevanza funzionale

determinazione della struttura secondaria di pneteidi acidi nucleici.

Usare questo tipo di tecnica da indiscutibilmergevdntaggi:

gli esperimenti sono semplici e veloci da realiezar

il CD e unicamente sensibile alla chiralita deltesisa e in genere é
proprio questa chiralita a guidare I'interazionauda molecola con il suo
recettore, tali studi sono di notevole importardao il crescente interesse
ad avere sul mercato sostanze enantiomericamerdge pu

gli esperimenti CD sono condotti in fase liquid& € rilevante per i
sistemi biologici, perché la conformazione piu geahllo stato solido non
e necessariamente quella il piu stabile in solwidindicroismo circolare
permette inoltre di studiare la dinamica del sistemm funzione delle
condizioni sperimentali adottate.

gli esperimenti CD richiedono basse concentraziospetto agli

esperimenti NMR; cio significa che il CD non solohiede una minore
guantita di campione, ma puo essere usato perastuduei sistemi dove
la concentrazione richiesta per 'NMR pud compledate cambiare il
sistema

uno spettro CD pu0O essere registrato in pochi mipetr fare misure a
un’unica lunghezza d’onda, si impiegano pochi seitiondi
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 sia I'NMR che la cristallografia danno informaziodettagliate sulla
struttura solo per piccole proteine (PM<20.000 Ba&cidi nucleici (~24
kbasi) mentre il CD pu0 essere usato per qualslasensione della
molecola.

3.5 STUDIO DEL LEGAME FARMACO PROTEINA

Il dicroismo circolare & una tecnica adatta stadiare I'interazione che
avviene tra una proteina e uno specifico farmaao, guanto rivela
esclusivamente la frazione di farmaco che si etéeghia proteina in esame. Se il
farmaco € chirale, sara necessario sottrarre prpracontributo da quello del
complesso, mentre se non € chirale I'analisi dsflettro viene semplificata,
infatti il segnale CD di una molecola achirale @iuzione € pari a zero.

Svariati studi, hanno rivelato che generalment® sabiti primari delle
proteine sono stereoselettivi [114-116]. |l segr@®del complesso formato tra
I'aloumina e il farmaco achirale, ottenuto sottr@demlal segnale totale lo spettro
dellalbumina (il bianco), e proporzionale quindllaa concentrazione del
farmaco che si e legata al sito di legame primdeita proteina.

L'interazione tra un ligando (L) e questo sito pammo della proteina (P),
puo essere descritto da una costante di affinita chppresenta questa
associazione in una situazione di equilibrio:

L+P2LP K= [LPY[L][P] Eq. 3.8

L'equazione 3.8 implica un rapporto stechiometdcd/1 in questo tipo di
interazione, e conoscendo la concentrazione (piaiei di proteina, I'equazione
puo essere scritta in questo modo:

p=[P]+[LP]=[L] +[LP] K=[LPJ/(p-[LP]f Eq.3.9

Se il ligando é una molecola achirale, quindi naruh proprio segnale CD,
e il complesso che si € formato con la proteinatraogna banda dicroica a
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bassa energia, dove la proteina non assorbe, pussimisurare la
concentrazione di tale complesso [LP] con la ledigeambert-Beer:
CD = [LP]-¢-Ac Eqg. 3.10

dove CD ¢ il dicroismo circolare (AAg), £ € la lunghezza della cuvetta di
quarzo, e\¢ ¢ il coefficiente molare dell'assorbimento dicm{d 17].

Dalle equazioni 1.9 e 1.10, si puo0 ottenere la eeguespressione:

p _1/cb, 1 Eq3.11
CD AeV | KAe

Questa equazione descrive una retta da cui posswvare i parametri
fondamentaliAe e K. Costruendo un grafico in cui la x\€CD/L) e la y &
pN(CDI/L), e inserendo i dati sperimentali ottenutiD(CZ, p) in tale grafico,
ottengo una retta dalla cui pendenza posso ricaveadore delAe del farmaco
legato, e dall'intercetta il valore di K. Questdunico metodo per ottenere una
costante di affinita che dipenda eslusivamentesidaldi legame sterospecifico,
cioé l'unico a cui si lega ad una conformazionargiomerica preferenziale del
ligando achirale, dando cosi un segnale dicroiooltle si puo determinare
anche il parametra\e per il complesso farmaco-proteina. Tutto ci0 € un
risultato di notevole interesse, data la difficolla isolare in soluzione un
complesso puro senza alterare I'equilibrio di disszione [118].

3.5.1 Competizione di due ligandi per lo stesso siilla proteina

Il legame di un marker (M) e di un competitore @lp stesso sito di una
proteina (P), puo essere studiato con la tecnitalideoismo circolare. Se |l
legame e esclusivamente competitivo, le costantastiociazione e il loro
rapporto possono essere descritte in questo modo:

K= [MPJ/[M][P] K.=[CPJ[C][P]  Eq.3.12
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K/Kc = [MP][C)/ [CP][M] Eq. 3.13

Le concentrazioni totali della proteina, del mar&atel competitore sono:

p = [PI+[CP]+[MP] m =[M]+[MP] ¢ = [C]+[CP]

Possiamo considerare che [P]=0, perché Km e Kc generalmente dei
valori grandi e, visto che le condizioni speriméinpaevedono di lavorare con
precisi rapporti stechiometrici tra i ligandi edeoteina e non in presenza di un
eccesso di proteina, si pud ragionevolmente suppzre la concentrazione di
proteina libera sia trascurabile. Cosi I'equazi@nE3 puo essere scritta anche
nel seguente modo:

KWwK¢ = [MP]([IMP] + ¢ + p )/(m - [MP])(p -[MP]) Eq. 3.14

Questa rapporto viene ottenuto esclusivamente da gpeerimental,
sapendo che [MP] puo essere determinato in questiom

[MP] = MCD/C Dy Eqg. 3.15

dove CD ¢ il valore del segnale ottenuto dellotspeperimentale, e GRy
e il valore del segnale ottenuto in assenza di etvibgpe. Si pud quindi ottenere
in questo modo il rapporto tra le costanti di affirdel marker e del competitore
per lo stesso sito stereospecifico della protdiwan ci sono delle restrizioni per
guanto riguarda il rapporto tra le concentraziogli mwharker e del competitore,
quindi le equazioni 3.14 e 3.15 sono valide pertdio range delle condizioni
sperimentali.

Se la competizione non e di tipo diretto, questaelo deve subire alcune
modifiche, poiché i meccanismi molecolari che caosaina competizione
indiretta non sono mai elementari e possono esseveti a un insieme di
pocessi diversi, come interazioni allosteriche dlag cooperativi,
anticooperativi), o parziale sovrapposizione diditersi.
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La tecnica CD permette di studiare in modo selettiv legame
stereospecifico del marker, ipotizzando che il cettpre spiazzi il marker
esclusivamente da quella frazione di siti di leg@mamati P, mentre la restante
parte dei siti stereospecifici, detti Z, non sonofluenzati da questa
competizione. Questo modello comune, sebbene rs@Em@ie in modo
approssimativo una situazione piuttosto complepsamette di ottenere con
estrema semplicita dei dati sperimentali che coodaa@ risultati interessanti.

Le equazioni precedenti possono essere modifinajaesto modo:

m = [M[+[MP]+[MZ] = [MP] mat[MZ] max ~ EQ. 3.16

La concentrazione MZ e costante, perché non vigpiezzata dal
competitore e provoca un segnale CD residuo,{CBd alte concentrazioni di
competitore, mentre la concentrazione MP puo0 esgtruta in questo modo:

[MZ] max= [MZ] = m CDed CDrmax (3.17)
[MP] = m(CD- CDe9/CDinax (3.18)

Il rapporto tra le costanti di affinita puo essscétto nel modo seguente:

Km_  [MPJ(MP]+c-p) se 9/ >1 (3.19)
Kc ~ (m=[MP]-[MZ])(p-[MP]) P

_[MP]
K_m_['\/IP]([MP]+C p[MP]+[MZ]) se %<1 (3.20)

Ke  (m-[MP]-[MZ])(p~-[MP])

Si deve ricordare che Km, nella competizione inthresi riferisce solo alla
frazione dei siti di legame influenzata dalla cotigene, e non a tutti i siti di
legame stereospecifici, come nel caso della compat diretta.
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Sperimentalmente si impone un preciso rapportohgigetrico m/p,in
guesto modo Cp, e CD.s possono essere considerati parametri costarti, e i
segnale CD sara funzione esclusivamente della atmazéone totale del
competitore e di c/p. Si puod inoltre calcolare testante di affinita del marker
per un preciso sito stereospecifico sulla proteiidizzando I'equazione 3.11, e
guella del competitore, tramite 'equazione 3.14,s$ tratta di competizione
diretta o tramite la 3.19 o la 3.20 se si trattaaipetizione indiretta [117].
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DETERMINAZIONE DELLE
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DETERMINAZIONE DELLE
CARATTERISTICHE DI LEGAME ALLA
SIEROALBUMINA UMANA DI UNA
SERIE DI INIBITORI DELLA PROTEASI

HIV

4.1 INTRODUZIONE

Gli inibitori della proteasi HIV (IP) rappresentaleoclasse piu potente tra i
farmaci attualmente utilizzati nel trattamento datifezione da HIV e
comprendono una serie di composti peptidomime#aipaci di legare, ed inibire,
In maniera selettiva, la proteasi virale. Tali aoge sono state approvate dalla
U.S. Food and Drug Administration (FDA) a arfre dal 1995 e sono
utilizzate nella HAART (Highly active anti-retroal therapy) in associazione
con antivirali che agiscono in altri step del cido replicazione virale (in
particolare con agli inibitori della trascrittaaviersa (IT1)) [119-121]

Il primo ad essere approvato e stato il Saquindkortovase®, Invirase®,
fig. 4.1), seguito da Ritonavir (Norvir®, fig. 4.2¢ Indinavir  (Crixivan®) nel
1996, il Nelfinavir (Viracept®) nel 1997, I'Amprenir  (Agenerase®, fig.
4.3) nel 1999, I'associazione Lopinavir(fig. 4.4jRavir (Kaletra®) nel
2000, Atazanavir (Reyataz®, fig. 4.5) e Fosamaven(Lexiva®) nel 2003
[122].

Questi composti hanno avuto un grande impatto medigpia farmacologica
dellHIV determinando un aumento della durata eladejualita della vita di
pazienti sieropositivi e malati di AIDS [123].

L'inibizione della proteasi virale previene la drane delle poliproteine
gag-pol, da cui risultano particelle virali norfettive. La resistenza agli
inibitori della proteasi insorge tramite mutazioprimarie e accessorie del
genoma che codifica per la proteasi virale causano, inoltre, resistenze
crociate tra i farmaci di questa classe [124].
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Gli inibitori della proteasi sono metabolizzatiratterso il citocromo P-450

e tutti i farmaci somministrati in aggiunta essi devono essere valutati per
possibili interazioni a livello metabolico.

Il vantaggio principale rispetto agli inibitori d&l trascrittasi inversa,
utilizzati precedentemente nella terapia antiviralelato dalla loro azione ad un
diverso stadio del ciclo di replicazione viraley@e risultano attivi sia nelle
infezioni acute, sia in quelle croniche. La loroivat&, inibendo la biosintesi
delle proteine strutturali e funzionali del virudetermina la formazione di
virioni immaturi e non infettanti [125, 126].
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Fig. 4.3Amprenavir

Fig. 4.4Lopinavir

Fig. 4.5Atazanavir
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L'HIV-1 proteasi € una proteina codificata al 51 dene pol ed é espressa
come parte della poliproteina gag-pol. E una psiteastituita da due subunita
simmetriche di 99 amminoacidi ciascuna. |l sitovatsi trova all'interfaccia tra
le due subunita e contiene due residui di aspaftatoresiduo per subunita),
fondamentali per [lattivita dell’enzima, che spongo nel canale del sito
catalitico [127].

Il sito attivo della proteina € coperto da due tstine a3-hairpin (flaps)
flessibili che governano I'accessibilita del sitarante ciclo catalitico [127].

L'HIV proteasi svolge un ruolo essenziale nel cnkale dell’'HIV. Come
molti altri virus I'HIV sintetizza molte delle prop proteine sotto forma di un
solo lungo filamento nel quale le proteine soncategin sequenza una dopo
I'altra. L'HIV proteasi ha il compito di tagliareigsta lunga poliproteina nelle
varie proteine mature. Questo passaggio ha deiiterti. La poliproteina
intatta € necessaria nei primi momenti del cictalei del virus, quando aiuta la
formazione del virus immaturo. Poi la poliproteidave essere tagliata in
frammenti della giusta lunghezza per costruirerilsymaturo capace di infettare
una nuova cellula.

Le reazioni di taglio devono avvenire perfettamemntempo per permettere
al virus di costruirsi nel modo corretto, prima d¢aeoliproteina sia distrutta. A
causa della sua funzione delicata ed essenzidl®, proteasi € un eccellente
bersaglio per una terapia farmacologica. Gli imibjtagendo da falsi substrati,
impediscono il legame della poliproteina alla pasie bloccandone la
maturazione, per cui il virus non € piu in graddrdsformarsi nella sua forma
matura infettiva.

Sebbene le cellule umane contengano numerose @iotpeeste riconoscono
una sequenza di taglio diversa, per cui la lonwittnon é sostituibile a quella
delle proteasi virali e non € inibita dai farmawtieHIV [128].

| farmaci peptidomimetici inibitori della protealdilVV sono stati disegnati
sulla base del dipeptide Phe-Pro, situato nelleizpms 167-168 della
poliproteina gag-pol [123]; Dal punto di vista chamfarmaceutico, questi
farmaci sono peptidomimetici analoghi dello staiotrdnsizione, in cui il
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legame peptidico che mima quello che viene scisgdosnbstrato naturale, €
sostituito da un isostero dello stato di transieioon idrolizzabile [124]. Questi

composti contengono tre o piu centri chirali, clewa@ho essere preservati per
I'esplicazione dell’attivita [129].

4.1.1 Farmacocinetica
Gli IP vengono generalmente somministrati per vialey sotto forma di

soluzione, capsule di gelatina rigida o molle; gaesto la biodisponibilita
fortemente influenzata dall’assunzione di cibo W @#fetto di primo passaggio
nel fegato. Generalmente la somministrazione dstj@emposti dopo un pasto
abbondante ne aumenta la biodisponibilita [130].

La distribuzione avviene attraverso il circolo saiggo, dove gli antivirali
sono fortemente legati alle proteine plasmaticheglicoproteina acida e
sieroalbumina [129]; questa interazione influenzeotemolmente la
farmacocinetica in quanto riduce la quantita dirfaco libero nel sangue, pronto
ad agire sui siti bersaglio.

Il metabolismo avviene nel fegato, ad opera dellisma 34 del citocromo
P450, mentre I'escrezione del farmaco inalteratteiesuoi metaboliti avviene
attraverso l'urina e le feci. Gli antivirali sondassubstrati che inibitori del
citocromo P450 e della glicoproteina P [131-134jrambi coinvolti nella
regolazione della biodisponibilita di numerosi xbimbici. Ne consegue una
possibile interferenza sulla farmacocinetica dri alarmaci, aumentandone
I'emivita e determinando una prolungata esposizide#’organismo ai loro
effetti sia terapeutici che tossici [135].

Per far fronte alle difficolta della scarsa biodisjbilita e della resistenza,
che impongono la somministrazione di elevate dogaxdnaco giornaliere, si
stanno sviluppando nuove formulazioni, che prevedancombinazione di due
o piu farmaci inibitori della proteasi nella teraginti-HIV [129].
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4.2 SCOPO DEL LAVORO

Il presente lavoro é stato compiuto per chiariredeatteristiche di legame
di alcuni inibitori della proteasi HIV, alla siedbamina umana (HSA),
mediante l'utilizzo della biocromatografia.

A partire dal 1995, vari farmaci inibitori dellagteasi HIV-1 sono divenuti
di uso clinico. | dati disponibili in letteraturalativamente ai loro processi di
distribuzione sono ancora frammentari e spessasacdordo [9, 136]; inoltre
sembra che la presenza di HSA possa ridurne glttefrmacologici e questo
fenomeno sarebbe particolarmente rilevante perivate con maggiore affinita
per la proteina [10].

Una colonna impaccata con silice epoxy é statavalizzata con HSA.
Successivamente la colonna e stata caratterizeateepficare che la procedura
di immobilizzazione non avesse modificato le carattiche di legame della
proteina.

Dopo aver caratterizzato la colonna, € stata aHtdtla determinazione
della percentuale di legame allHSA di cinque itobidella proteasi HIV di uso
clinico: i composti presi in esame sono stati Amjangr, Atazanavir, Lopinavir,
Ritonavir e Saquinavir.

Lo studio e stato infine indirizzato all’ottenimendi informazioni sui siti
di legame dei farmaci antivirali allHSA. Il probiea e stato affrontato con la
tecnica della cromatografia di spiazzamento. lkal&mno circolare € stato infine
impiegato per verificare potenziali interazioni tegntivirali con la bilirubina
per il legame all’HSA.
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4.3 MATERIALE UTILIZZATO

Per la derivatizzazione della colonna e stata usi8A, Human Serum
Albumin (PM=66500), senza acidi grassi (purezZ6%), acquistata da Sigma
Aldrich (Milano, Italia), ed utilizzata senza uli@ni purificazioni.

Per la determinazione della selettivita ed effizaeedella colonna sono stati
usati:
¢ rac-N-benzoilleucina
¢ rac-warfarin
¢ rac-oxazepam

¢ rac-ketoprofene

| campioni sono stati acquistati da Sigma Aldrishléno, Italia); il rac-
oxazepam e stato gentilmente fornito dal Prof. tabai, Facolta di Farmacia,
Universita di Pisa.

Per l'analisi frontale e stato usato L-triptofano.

Gli inibitori delle proteasi sono stati forniti dal Prof.ssa Helena U.
Danielson, University of Uppsala (Svezia):
amprenavir
atazanavir
lopinavir

ritonavir

* & & oo o

saquinavir
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Per la preparazione dei tamponi sono statzméiti KH2PO4, K2HPO4,
(NH4)2S04, tutti acquistati da Carlo Erba ReagéMiiano, Italia) e tutti di
grado analitico.

Il solvente utilizzato come modificatore organicoper la preparazione
delle soluzioni & 1-propanolo, acquistato da Sigiagich (Milano, Italia).

L’acqua usata per preparare i tamponi e statatltiaia mediante sistema
di Purificazione MILLI-RX20 (Millipore).

Per le prove di competizione ai principali sitiledgame di HSA sono stati
utilizzati i seguenti campioni, acquistati da Sigaldrich (Milano, Italia):
¢ salicilato di sodio (marker del sito I)
¢ ibuprofene (marker del sito Il)
¢ acido valproico (marker del sito della bilirua)n

¢ bilirubina

4.3.1Strumentazione

Il lavoro e stato eseguito mediante un sistema atognafico costituito da
una pompa Jasco (Tokio, Giappone) PU-980 Inteltigf?.C Pump, provvista
di valvola di iniezione Rheodyne (modello 7161) conloop da 2(l.

La rivelazione e stata ottenuta mediante uno gettmetro a fotodiodi
Jasco MD-910 Multiwavelenght Detector.

| risultati sono stati acquisiti mediante il progmaa Borwin-PDA (Jasco).

Per gli studi di dicroismo circolare e stato utiiro uno spettropolarimetro
JASCO J-810 (Tokio, Giappone) ed una cella di cammoitico 1cm. Gli spettri
sono stati acquisiti con Spectrum Measurement @dJasc analizzati col
programma Spectra Analysis (Jasco).
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4.4 DERIVATIZZAZIONE DI UNA COLONNA EPOXY
KROMASIL CON HSA

E’' stata derivatizata una colonna di dimensioni 5l x 4.6 mm
precedentemente impaccata con 1 g di silice epoomé&sil, 206\ di diametro
dei pori, um di diametro delle particelle.

La soluzione di albumina é stata preparata allaeatmazione di 10 mg/mL
(30 mL) in tampone fosfato di potassio 50 mM, caetdge (NH4)2S04 1M, pH
6.5.

L'immobilizzazione della proteina € stata ottenfé@endo passare una
soluzione di albumina a ricircolo, per 24 ore, adlusso di 0.5 ml/min.

Sono stati fatti passare attraverso la colonnasuccessione, 20 ml di
tampone e 4 ml della soluzione di albumina a ciccaperto, poi il circuito é
stato chiuso.

Durante la prima ora il senso circolatorio delldugmne attraverso la
colonna e stato invertito ogni 15 min. Nelle 3 srecessive il senso e stato
invertito ogni 30 min, quindi la soluzione di HSAs&ata lasciata circolare per
24 ore, mantenendo la direzione di flusso equitalata direzione di utilizzo.
A fine operazione, la colonna é stata lavata cah rh0 di tampone fosfato 50
mM pH 7, con un flusso di 1 ml/min. | gruppi epaksi che non hanno reagito
con la proteina, sono stati disattivati facendospes a ricircolo 50 ml di una
soluzione glicina 1 M in tampone fosfato 67mM pH.7.

4.5 ANALISI FRONTALE

L'analisi frontale e stata effettuata per misurdae quantita di HSA
immobilizzata correttamente.

L’'analisi é stata eseguita utilizzando una serigodlizioni di L-triptofano a
concentrazione nota, secondo il metodo descritto.tage [8].
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4.5.1 Soluzioni
Lo studio € stato condotto utilizzando soluzioni Ldiriptofano aventi

concentrazioni pari 12.5-25-50-10M.

Si e preparata una soluzione madre LBDin tampone fosfato 67 mM pH
7.4, (PB) sciogliendo 2.04 mg di L-triptofano (PM223) in 100 ml totali. Le
altre soluzioni sono state preparate mediantezitilni successive della madre.

4.5.2 Condizioni cromatografiche

L'analisi é stata condotta utilizzando la colonmayy kromasil 50 x 0.4
mm, 2004, 5 um derivatizzata con HSA, precedentemente descritta.

La fase mobile utilizzata era tampone fosfato 67 pti1 7.4 (PB).

Il flusso e stato impostato a 0.25 ml/min e leuettsono state effettuate
alla lunghezza d’onda = 280 nm, corrispondente al massimo d’assorbimento
del triptofano.

Tutte le analisi sono state condotte alla tempesiadunbiente, pari a circa
28 °C.

4.5.3 Procedimento

Le soluzioni di L-triptofano sono state fatte seoer attraverso la colonna
ed il tempo di ritenzione e stato monitorato aipadal pescante.

Poi é stato determinato il valore di t0, cioé imfm che l'analita ha
impiegato ad attraversare il sistema escludendoolanna. Per fare cio la
colonna é stata sostituita da una junction a volaare e sono state ripetute le
corse delle soluzioni 100 e 12:M.

Prima dell'analisi e tra una corsa e l'altra esfatto passare attraverso la
colonna fase mobile, fino alla stabilizzazione @déhea di base.
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4.6 CONTROLLO DELL'EFFICIENZA SEPARATIVA
DELLA COLONNA

Per valutare I'enantioselettivita e I'efficienzgpaeativa della colonna sono
stati iniettati una serie di campioni racemi nos#igdre HSA in maniera
enantioselettiva.

L’'analisi € stata condotta nelle seguenti condizion
FM: tampone fosfato 50 mM pH 7/1-propanolo496:
Flusso: 0.8 ml/min

| campioni analizzati sono stati:

¢ rac-N-benzoilleucina c.ca 0.1 mg/ml (soluzione 1 mgimll-propanolo
diluito 1:10 con fase mobile)

¢ rac-warfarin c.ca 0.005 mg/ml (soluzione 1 mg/ml iprbpanolo diluito
1:200 con fase mobile).

Successivamente le stesse soluzioni sono statezzatal nelle seguenti
condizioni:

FM: tampone fosfato 67 mM pH 7.4/1-propanolo 95:5
Flusso: 1 ml/min

Solo per uno degli analiti, rac-N-Benzoilleucigsstato possibile ottenere i
tempi di ritenzione.

In entrambi i casi precedenti gli analiti sono Hiati eccessivamente
trattenuti, per cui é stata ulteriormente aumertafzercentuale di modificatore
organico nella fase mobile.

Le nuove condizioni sono state:
FM: tampone fosfato 67 mM pH 7.4/1-propanolo 90:1
| campioni analizzati sono stati:

¢ rac-N-Benzoilleucina c.ca 0.1 mg/ml (soluzione 1 mgimnl-PrOH
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diluito 1:10 in FM)

¢ rac-warfarin c.ca 0.005 mg/ml (soluzione 1 mg/ml iPdOH diluito
1:200 in FM)

¢ rac-oxazepam c.ca 0.04 mg/ml (soluzione 0.4 mg/mtRrQH
diluito 1:10 in FM)

¢ rac-ketoprofene c.ca 0.01 mg/ml (soluzione 0.1 mgh-PrOH
diluito 1:10 in FM)

Oxazepam e N-benzoilleucina sono stati iniettedi @dn un flusso 0.8
ml/min che 1 ml/min, mentre warfarin e ketoprofesmno stati analizzati solo
con flusso pari a 1 ml/min.

Tutte le analisi sono state condotte a temperagunhiente, pari a c.ca
28°C.

4.7 ANALISI DEL LEGAME DI INIBITORI DELLA
PROTEASI-HIV ALL'HSA

4.7.1 Determinazione della percentuale di legamentite
biocromatografia
La colonna derivatizzata e caratterizzata, prededegnte descritta, € stata
utilizzata per studiare I'entita del legame deinfaci antivirali, inibitori della
proteasi del virus HIV, alla proteina HSA.

| composti analizzati sono stati:

amprenavir
atazanavir
lopinavir

ritonavir

* & & oo o

saquinavir

78



Le soluzioni sono state preparate in 1-propandi @ncentrazione di 1
mg/ml e successivamente diluite 1:10 in tampon@afo$s7 mM, pH 7.4.

Le analisi sono state condotte a temperatura atebi¢tirca 28°C)
utilizzando come fase mobile tampone fosfato 67 mpM 7.4 contenente
percentuali variabili di 1-propanolo ad un flussoldml/min. Poiché questi
farmaci sono caratterizzati da un’elevata percdatdalegame alla proteina,
non € stato possibile valutare direttamente I'antlel legame in condizioni
pseudofisiologiche (tampone fosfato 67 mM, pH 7Rgrcio I’ analisi € stata
ripetuta aggiungendo percentuali decrescenti diopgnolo (10-8-6-4-3.6-3-2-
1-0.5-0.2-0%) alla fase mobile; e stato possibiedurre I'analisi in assenza di
propanolo solo per amprenavir e atazanavir, i catmpaeno ritenuti, mentre
per il ritonavir non si e scesi al di sotto del @i¥4modificatore e per lopinavir e
saquinavir non si e scesi al di sotto del 4%.

4.7.2 Studi di competizione tramite biocromatogeafi
La colonna derivatizzata e caratterizzata e stditael utilizzata per studi di

competizione; gli spiazzatori utilizzati sono stat
¢ acido valproico (PM=166.2), marker sito dellarbibina.
¢ salicilato di sodio (PM=160.1), marker sito |
¢ ibuprofene (PM=206.28), marker del sito I

Negli studi di competizione sono stati analizzdti anptivirali che sono
risultati piu affini negli esperimenti precedenti:
¢ lopinavir
¢ ritonavir

¢ saquinavir

Le soluzioni di lopinavir, ritonavir e saquineavsono state preparate
in 1-propanolo alla concentrazione di 1 mg/ml @it 1:10 in tampone fosfato
67 mM, pH 7.4, appena prima dell'iniezione.
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Le analisi sono state condotte con le seguentiizimmat

FM: tampone fosfato 67 mM, pH 7.4/1-propanolo 9&dntenente
concentrazioni variabili di competitore

Flusso: 1 ml/min

Tutte le analisi sono state condotte a temperaauomhiente, pari a c.ca
28°C.

Le concentrazioni di competitore utilizzate sono:
¢ [ibuprofene] = 0-2-5-10-50M
¢ [salicilato] = 0-50-100-20QM
¢ [valproato] = 1-2-3-4-5 mM

4.7.3 Studi di competizione tramite dicroismo @tare

Le registrazioni del segnale di dicroismo circolarbassa energia energia
del complesso HSA-bilirubina sono state effettua#’intervallo di lunghezza
d’onda 235-530 nm, a temperatura ambiente ed incetla di cammino ottico
lcm. Tutti gli spettri sono stati acquisiti con gaetri strumentali identici per
poter mettere a confronto i risultati ottenuti.

In questo esperimento il marker sito-specificolarhilirubina che legando
I'HSA da origine a un segnale di dicroismo circelaA questo complesso sono
state aggiunte quantita crescenti di competitaten@vir) ed e stata monitorata
la variazione del segnale rispetto a quello inr@Ess€li competitore.

Per le prove sono state utilizzate le seguentizémhi stock:
¢ Ritonavir: 10 mM in dimetilsolfossido (DMSO)
¢ Bilirubina: il solvente utilizzato per la preparmane della soluzione madre
della bilirubina € una miscela (1 ml) di solvengygaunti in sequenza,
partendo da KOH 0.1 M (20QL), K,HPO, 0.1 M (200uL) ed HO. La

concentrazione finale € 15 mM. La soluzione stoickilifubina € instabile
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alla luce, pertanto va preparata poco prima dell'us
¢ HSA 150uM in tampone fosfato 67 mM, pH 7.4.

Tutte le soluzioni dei complessi tra bilirubinaH8A sono state preparate
in tampone fosfato (67 mM, pH 7.4) con un rappariolare 1/1. A queste
soluzioni, sono state aggiunte quindi quantita esmnti di inibitore della
proteasi-HIV.

Le soluzioni analizzate erano composte come segue:
[HSA]/[bilirubina]/[ritonavir] in rapporti molari d 1:1:0, 1:1:1, 1:1:2, 1:1:4
1:1:6, 1:1:8.

Gli spettri CD differenza sono stati ottenuti satindo la linea di base,

misurata con un bianco opportuno, dallo spettro depmplessi
[HSA]/[bilirubina] e [HSA]/[bilirubina]/[ritonavir].
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4.8 RISULTATI E DISCUSSIONE

4.8.1 Caratterizzazione della colonna

Una colonna impaccata con silice epoxy kromasiDAZOSpm, avente le
dimensioni 50 x 4.6 mm, e stata derivatizzata @prbteina HSA, secondo |l
procedimento descritto precedentemente da Aubay. ¢7], con alcune piccole
modifiche.

La reazione e un’attacco nucleofilo da parte dapgr -NH2, -OH e -SH
liberi della proteina sugli anelli epossidici dellase stazionari. In realta il
metodo di immobilizzazione € messo a punto in manta favorire I'attacco
nucleofilo sui terminali amminici della proteinay, maniera da legare porzioni
della proteina importanti per il legame dei farmdig. 4.6).

Fig. 4.6 Schema della reazione di immobilizzazione

Successivamente la colonna é stata caratterizpadatificando i siti attivi
di proteina contenuti al suo interno e verificangloi funzionamento e
I'efficienza.
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4.8.2 Titolazione dei siti di legame attivi
La titolazione dei siti di legame funzionali delbamina che erano stati

immobilizzati all'interno della colonna € stata edfiata mediante analisi
frontale. Lo stesso metodo permette di determifdareostante di affinita
dell’interazione analita-ligando; questo rende &atalisi la tecnica di scelta per
la caratterizzazione della colonna [5].

L’analisi & stata eseguita utilizzando una serigadlizioni di L-triptofano a
concentrazione nota, secondo il metodo descritt® dblage [8]. Tale analita
lega selettivamente un unico sito della proteinto (B), rendendo percio piu
semplice l'interpretazione dei risultati; infatti questo caso il numero dei siti di
legame ottenuto tramite I'analisi corrisponde anah@umero di molecole di
proteina immobilizzata correttamente.

| cromatogrammi ottenuti sono riportati in figurd 4

L’interpretazione dei risultati si € basata sullsuma delle moli apparenti
di HSA immobilizzata (msa app; questo valore dipende da € mysa, Secondo
la seguente equazione:

1/mMysa ap=1/(Kampsa[L-Trpl+1/m ysa (eq. 2.5)
Poiche:
MusA app = Veluizione[L'Trp] (eq 41)

e stato necessario ricavare dalle curve i tempiisgmndenti ai punti di
flesso dei cromatogrammi alle varie concentrazipar,fare cio e stata calcolata
la derivata prima delle curve sigmoidali acquisite,modo da ottenere dei
picchi, il cui valore massimo corrispondezalto stesso € stato fatto per ricavare
il to, cioe il tempo che l'analita passa all'interno dastema HPLC, ad
esclusione della colonna: per determinare talergasmno state eseguite due
iniezioni, una con la soluzione a concentrazion@\,ild, I'altra con la soluzione
12.5 uM; dall’analisi delle derivate prime sono risulta&mpi simili tra loro
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(to2.50m=7.47 min, §aoqm=7.79 Min), cio ha confermato che non ci sono state
variazioni significative tra le varie corse.

Successivamente e stato costruito un grafico avadigeordinate il valore
1/mysa app IN funzione di 1/[L-Trp]. Il risultato € stato unatta, da cui e stato
possibile calcolare il valore diKe di mysa (Fig. 4.8).

La retta ottenuta ha presentato un buon coeffieidntorrelazione lineare,
(r*=0.996). Il punto corrispondente alla soluzione 108 devia leggermente
dalla linearita: questo €& molto probabilmente dovul fatto che a
concentrazioni cosi alte di analita in colonnaeside la condizione di equilibrio
che sta alla base dell’equazione 2.5 per cui sif@deviazione dalla linearita.
Questa informazione permette di stabilire la cotregione massima che é
possibile iniettare in colonna senza avere vamazi@i tempi di iniezione [5].
L’equazione della retta é: y = 0.1029x + 2.9128J'idaerso dell'intercetta e
stato possibile quantificare i siti attivi di prote immobilizzata all'interno della
colonna, mentre il rapporto tra intercetta e peadeatella retta corrisponde alla

costante di affinita.

La quantita di HSA correttamente immobilizzata é pm 22.8 mg, mentre
K,=2.8-1G M™. Considerando una temperatura di 28°C, il datKdiottenuto
concorda con quelli riportati in letteratura [8].u€¥to dato € una prima
conferma che l'immobilizzazione non ha modificat proprieta di legame
dell’albumina e che pertanto i dati ottenuti codéonna sono affidabili.

4.8.3 Controllo dell’efficienza separativa
Successivamente, per ottenere ulteriori confermella decorretta

immobilizzazione, sono state analizzate una sarieceémi di molecole, note
legare I'albumina in maniera enantioselettiva ag@pali siti di legame.

L’'analisi e stata eseguita utilizzando soluzionirat-oxazepam (sito II),
rac-warfarin (sito 1), rac-Ketoprofene (sito Ilga-N-Benzoilleucina (sito I1).

Per prima cosa sono state effettuate delle provetrpgare le migliori
condizioni di analisi, in particolare per quantguarda la percentuale di
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modificatore organico aggiunto alla fase mobile. greme due fasi utilizzate,
che contenevano rispettivamente il 4% e il 5% dordpanolo, hanno
comportato dei tempi di ritenzione eccessivameutghi, fatta eccezione per
I'iniezione di rac-N-benzoilleucina, eseguita carb% di modificatore ed un
flusso pari a 1 ml/min {£7.5, $=15.4).

Infine, & stato ritenuto opportuno utilizzare uaad mobile composta da
tampone fosfato 67 mM pH 7.4/1-propanolo 90:10.

Sono state ottenute separazioni caratterizzate wmab selettivita ed
efficienza (Figg. 4.9, 4.10, 4.11), fatta eccezipee rac-Ketoprofene che non e
stato risolto in maniera efficiente, pur mostrangta buona selettivita (Fig.
4.12).

| cromatogrammi ottenuti dalle acquisizioni sonatishnalizzati, ricavando
da essi il valore dei parametri caratteristici eeleparazioni cromatografiche e
valutando la qualita della colonna derivatizzata.

La selettivita della colonna é risultata buonatpér i racemi analizzati, ed
ha confermato la buona qualita della colonna (#ab) che pertanto e adatta
alluso per scopi biocromatografici. Inoltre la mao efficienza e risoluzione
ottenuta nella maggior parte dei casi permettetilzzare tale colonna anche
per scopi separativi.

4.8.4 Interazione degli inibitori della proteasi-M con HSA
La colonna derivatizzata e stata utilizzata nedlatterizzazione del legame

HSA di alcuni dei farmaci che fanno parte dellassta degli inibitori della
proteasi virale.

In particolare lo studio e stato volto alla deterazione della percentuale
di legame dei farmaci antivirali alla proteina. Raletteratura € noto che le
interazioni tra i composti analizzati ed il ligandono caratterizzate da un’alta
percentuale di legame [125, 126]. A causa di queatatteristica, non é stato
possibile valutare direttamente [I'entita del Ilegam@& condizioni
pseudofisiologiche (tampone fosfato 67 mM pH 7i#),quanto i composti
sarebbero stati eccessivamente trattenuti in caloBn conseguenza sono state
eseguite una serie di analisi in cui alla fase heobénivano aggiunte quantita
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decrescenti di un modificatore organico, I'1-proplan che avrebbe ridotto i
tempi di ritenzione degli analiti.

Per i due composti meno ritenuti, 'amprenavir atdzanavir, € stato
possibile eseguire I'analisi anche senza modifreatper il ritonavir € stato
necessario utilizzare almeno I'1% di 1-propanol@nire per il saquinavir e il
lopinavir I'analisi si € conclusa in presenza dé di modificatore della fase
mobile.

L’'analisi dei risultati & stata rivolta al calcaliella percentuale di farmaco
che si lega alla proteina in assenza di solvegarici.

Per prima cosa € stato necessario ricavare il@aer fattore di capacita k,
che, secondo l'eq. 2.3, e direttamente correlal® pércentuale di farmaco
legato.

Per amprenavir e atazanavir € stato possibile leateadl valore di k in
assenza di modificatore organico, direttamenteteiapi di ritenzione ottenuti
nelle analisi eseguite in assenza di propanologfeitri tre composti, invece, é
stato necessario estrapolarne il valore in bas@ndhmento delle rette
rappresentanti la variazione di log k in funzionellal percentuale di
modificatore utilizzato (Fig. 4.13).

Nella figura si pud osservare che i punti ottenp#ir tutti i farmaci
approssimano delle rette; per percentuali di 1-PbDe vanno dal 10% al 4%
tali rette presentano approssimativamente la stpesdenza e sono tra loro
parallele. Per concentrazioni di modificatore min¢3.6-3-2-1-0.5-0.2-0%)
'andamento del grafico cambia, € nuovamente lmeara con pendenza
maggiore. Di conseguenza € possibile affermare ¢®#, concentrazioni
maggiori del 4% di 1-propanolo, si verificano delleariazioni nel
microambiente farmaco-proteina, che influenzanloda interazione in maniera
significativa. In letteratura € riportato che ilv@nte organico, in dipendenza
della natura e della concentrazione, pud modifidareconformazione della

proteina [137].

Visti i risultati ottenuti per i tre composti mem@ttenuti € ipotizzabile un
comportamento simile anche per lopinavir e saguinanche se non si hanno
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dati per concentrazioni di modificatore inferioti4& e non é possibile provare
se effettivamente si verifica un cambiamento netl@mento del grafico
rappresentante il valore log k, analogo agli altri.

Inoltre, dall'osservazione della variazione di k alariare della
concentrazione di propanolo dal 4% al 10%, si potame che tutti e cinque |
farmaci mostrano la stessa variazione di affinitaasiare delle condizioni. La
stessa osservazione vale anche a concentrazioarirdiel 4% di propanolo per
i tre farmaci che é stato possibile analizzare.sfukascia supporre che i cinque
antivirali possano legare lo stesso sito sul’H®Apure che leghino a siti che
vengono influenzati nella stessa maniera dallagoas del propanolo.

| risultati ottenuti per la valutazione della pertele di legame dei vari
farmaci alla proteina sono rappresentati in Tabédla L’'estrapolazione del
coefficiente di capacita k per i farmaci piu tratié € stata effettuata sulla base
dei dati ottenuti, ma, tenendo conto delle precedemnsiderazioni, si puo
ipotizzare che nella realta lopinavir e saquinaiano legati in maggior misura.
| risultati sono stati anche confrontati con i ditletteratura, dai quali non sono
state rilevate variazioni significative, ad ecceaadell’atazanavir che sembra
legare I'albumina con maggiore affinita di quanfgortato in letteratura (Tab.
4.2).

Il legame degli antivirali alle proteine di trasfor condiziona il
comportamento di questi farmaci, come dimostratta dgagnificativa riduzione
dell'attivita inibitoria osservata in presenza diSA [10]. La riduzione &
risultata infatti piu importante per gli antiviralhe mostrano piu alta affinita per
la proteina di trasporto.

Recentemente e stato inoltre dimostrato che latstaudegli antivirali
condiziona, oltre che [laffinita di legame allHSAgnche la cinetica del
meccanismo d’interazione, con inevitabile influenzul processo di
distribuzione [9].
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4.8.5 Studi di competizione tramite biocromatogeafi
La colonna derivatizzata con HSA ¢ stata utilizaafme nello studio di

competizione tra alcuni inibitori della proteagiate e degli spiazzatori.

Gli studi di spiazzamento sono stati effettuatizazando lo stesso sistema,
usato nello studio della percentuale di legamefaenaci antivirali allHSA,
pero con delle modificazioni: la FM in questo casampone fosfato 67 mM pH
7.4/ 1-PrOH 96:4, nella colonna con HSA immobilizzain assenza ed in
presenza di modificatori selettivi noti legare @a affinita a siti specifici della
proteina.

Il primo competitore usato € stato il salicilatbedega con alta affinita al
sito | dell’albumina [14], succesivamente l'ibupgok, che lega al sito Il, e
infine il valproato che lega al sito della bilitob.

Gli inibitori della proteasi-HIV analizzati sonoasit lopinavir, saquinavir e
ritonavir.

L’'analisi dei risultati € stata rivolta al calcoldella costante di
dissociazione K degli spiazzatori utilizzati al sito di legame demtivirali e il
confronto con i dati presenti in letteratura.

Per prima cosa € stato necessario ricavare il ealled coefficiente di
capacita alla presenza del 4% di propanolg, klalla media dei tempi di
ritenzione dei farmaci antiviralizte dal tempo mortoy ttramite la seguente
equazione:

Kae = (t —10) / to (eq. 4.2)

Gli esperimenti sono stati effettuati con il 4%pdopanolo, e i dati sono
stati estrapolati in assenza di propanolo e messini grafico che mette in
relazione l'inverso del coefficiente di capacitékjlcon la concentrazione dello
spiazzatore, come si vede dalle figg. 4.14-4.1% dhostrano i profili di
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spiazzamento di lopinavir, ritonavir e saquinavat garte del salicilato e
dell’ibuprofene.

Successivamente si é calcolato il logaritmo debfa di capacita al 4% e
allo 0% di propanolo in presenza di competitor@nite la seguente relazione:

Log K Asy - Log k Agy, = Log Kk Bag, : LOg K Boos (eq.4.3)

dove con A ci si riferisce alla presenza del cornbpet e con B all'assenza
del competitore.

Dai grafici si puo facilmente osservare che I'agggudi competitore alla
fase mobile non modifica in maniera significativaffinita degli antivirali per
I'albumina, pertanto queste molecole non legantbdiaina a livello dei suoi
due siti principali.

Per il valproato invece notiamo dai grafici (figg20-4.22) una maggiore

pendenza della retta, rispetto agli altri compétitguesto effetto e assimilabile
ad un legame anti-cooperativo.

Da questi grafici, dalla pendenza e dall'interceligle rette, si € ricavato |l
valore del coefficiente di dissociaziong Kegli spiazzatori utilizzati per il sito
di legame degli analiti, tramite la seguente equazi5]:

1/ka = (VuKi[l]) 1 (K amp) + Vu/(Kamy) (eq. 4.4)

da cui si ottiene:

intercetta/pendenza = 1/K = Kp (eq. 4.5)

dove W= volume morto; n= moli di HSA presenti; k= coefficiente di
capacita; [I] = concentrazione spiazzatore; ¥costante di associazione del
farmaco in esame; kK costante di associazione dello spiazzatorel gao
di legame del farmaco; K= costante di dissociazione dello spiazzatoreilper
sito di legame del farmaco.
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Dal confronto delle le K misurate e i valori di K dei competitori per i
loro siti specifici presenti in letteratura (Tab3} si evince che nessuno dei tre
competitori si lega al sito di legame degli analiirstudiati, pertanto questi
farmaci non si legheranno ai siti |, I, e neanalguello della bilirubina.

Questo risultato sarebbe in disaccordo con un tadoBocedi et al. [38],
in cui viene suggerita la possibilita che atazamakitonavir e saquinavir
possano legare al sito I. In un lavoro successegli gtessi autori [138], invece,
viene escluso che atazanavir possa legarsi al Isitmentre sembrerebbe
probabile che possa legarsi a livello del dominib ella zona corrispondente
al sito FA6 degli acidi grassi. | risultati ottenutamite gli esperimenti
biocromatografici non confermano, ne smentiscorestjultima ipotesi.

4.8.6 Studi di competizione tramite dicroismo cilae
Dato che gli esperimenti di competizione in cuvdlproato (marker del

sito della bilirubina) e stato usato come spiazzgtbanno evidenziato un certo
comportamento anticooperativo del competitore pblrgame degli antivirali, &
stato effettuato anche uno studio di dicroismoaotane per verificare se lo stesso
comportamento si ottiene anche con la bilirubinaaluzione.

In questa analisi e stato analizzato un solo imibidella proteasi HIV, il
ritonavir (RTN), che tra i farmaci analizzati € §aeche lega con maggiore
affinita 'HSA. In questo caso il ritonavir e utiato come competitore e la
bilirubina & il marker.

Dal confronto degli spettri CD ottenuti (fig. 4.23i nota un leggero
spiazzamento della bilirubina dal suo sito fino aallconcentrazione
HSA/BIL/RTN 1:1:6, dopodiché, ulteriori aggiunte fdirmaco non comportano
alcun effetto. Questo risultato suggerisce che TINRhon si lega al sito di
legame della bilirubina, ma ha solo un debole &ffenticooperativo. Questo
risultato conferma quello ottenuto con gli studi slhiazzamento tramite
biocromatografia
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4.9 CONCLUSIONI

Il metodo di immobilizzazione alla matrice siliceieé dimostrato efficiente
nel conservare le proprieta di legame dellHSA madstin soluzione.

La tecnica biocromatografica € risultata affidaljler la deteminazione
della percentuale di farmaco legato, come dimastdatil’ottimo accordo dei
dati ottenuti con la letteratura.

| composti analizzati hanno mostrato un’alta petggle di legame
all’albumina: in particolare ritonavir, lopinavisaquinavir raggiungono livelli
superiori al 95%. | valori di legame ottenuti sandinea con quelli disponibili
in letteratura ad eccezione dell'atazanavir che bsanlegarsi allHSA piu
intensamente (Tab. 4.2).

L'utilizzo della biocromatografia, ha inoltre perss® di caratterizzare i siti
di legame degli antivirali allHSA, mediante l'udko degli spiazzatori
salicilato, ibuprofene e valproato, e di evidenzian legame indipendente degli
antivirali esaminati ai siti | e Il e un debole egtb anticooperativo con il sito
della bilirubina; quest’ultimo fenomeno e stato fmato da esperimenti di
dicroismo circolare effettuati in soluzione. Questan’ulteriore conferma che la
tecnica biocromatografica rappresenta un modefidadfile per lo studio delle
interazioni tra molecole e HSA.
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Fig. 4.7Curve di acquisizione ottenute dalle prove di an&lontale eseguite con la

colonna derivatizzata.
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Fig. 4.8Risultati ottenuti dall’analisi frontale; valutazie di mysae Ka.
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Fig. 4.9Separazione diac-oxazepam ottenuta con FM: PB 67 mM pH 7.4/1-prof@an
90:10, flusso 1 ml/min.
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Fig. 4.10Separazione diac-Warfarin ottenuta con FM: PB 67 mM pH 7.4/1-propkan
90:10, flusso 1 ml/min.



rac-N-BENZIL-LEUCINA
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Fig. 4.11Separazione diac-N-benzoilleucina ottenuta con FM: PB 67 mM
pH 7.4/1-PrOH 90:10, flusso 0.8 ml/min
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Fig. 4.12Separazione diac-Ketoprofene ottenuta con FM : PB 67 mM pH 7.4/éganolo
90:10, flusso 1 ml/min
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FM
CAMPIONE (tampone fosfato Fr:]lﬁr‘:‘]% ki a | Neff; | Neffa | Rs
67mM pH7.4/1PrOH)
95:5 1 26,74 |2.27| 207,11 156,23/ 2,53
WARFARIN 90:10 1 599 [1,94 257,85] 195,28(2.33
-1 2,2 2 7| 454,27
OXAZEPAM 90:10 0,8 29 12,19 280,3 54,271 3,66
90:10 1 1,76 |2,26| 223,80] 403,53 3,52
N-Bz-L EUCINA 90:10 0,8 2,05 |2,76| 304,08| 686,13]5,41|
9010 1 154 |2 04l 289 76] 1130745 6
KETOPROFENE 90:10 1 24,91 | 114 627,43] 650,27 |0.86)

* Per le iniezioni eseguite a flusso 0.8 ml/min t,=0.787min, per le iniezioni eseguite a flusso
1 ml/min t;=0.744 min.

Tab. 4.1 Dati di selettivita e risoluzione ottenuti con lelanna derivatizzata con HSA.

LEGAME DEGLI ANTIVIRALI ALL'HSA

LOG K —¢—  AMPRENAVIR
20 - —#—  ATAZANAVIR
—@—  RITONAVIR
15 - —A— | OPINAVIR
" —®—  SAQUINAVIR
x> 1,0 4 \\
o> L &
o
—05
0,0 T T ! |
2 4 6 \g\ﬁ)
.0’5 J
% 1-PrOH

Fig. 4.13Andamento del valore di log k al variare della petcale di 1-PrOH aggiunta

fase mobile.
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% legame s
: % legame : Deviazione da
Campione k allHSA allHSA da

letteratura letteratura
AMP 6,66 86,9% 90% -3,4%
ATZ 18,63 94,9% 86% + 10,3%

RTN 84,59 98,8% 98/99%  +0,8% /- 0,2%
LPN 38,35 97,5% 98/99%  -0,5% /-1,5%
SQN 66,53 985 97% + 1,5%

Tab. 4.2Valutazione del legame dei farmaci inibitori dgi@teasi virale allHSA

ricavate dalle prove di biocromatografia e confoordn la letteratura

Spiazzamento con Salicilato
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0 20 40 60 80 100 120

[Salicilato] uM

Fig. 4.14Spiazzamento del LOPINAVIR con Salicilato ottenatm FM: PB 67 mM pH
7.4/1-PrOH 96:4, flusso 1 ml/min.
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Spiazzamento con Salicilato
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Fig. 4.15Spiazzamento del RITONAVIR con Salicilato ottenatm FM: PB 67 mM pH
7.4/1-PrOH 96:4, flusso 1 ml/min.

Spiazzamento con Salicilato
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Fig. 4.16Spiazzamento del SAQUINAVIR con Salicilato ottenatm FM: PB 67 mM
pH 7.4/1-PrOH 96:4, flusso 1 ml/min
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Spiazzamento con Ibuprofene
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Fig. 4.17Spiazzamento del LOPINAVIR con Ibuprofene ottereda FM: PB 67 mM
pH 7.4/1-PrOH 96:4, flusso 1 mkmi

Spiazzamento con Ibuprofene
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Fig. 4.18Spiazzamento del RITONAVIR con Ibuprofene ottereda FM: PB 67 mM
pH 7.4/1-PrOH 96:4, flusso 1 ml/min
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Spiazzamento con Ibuprofene
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Fig. 4.19Spiazzamento del SAQUINAVIR con Ibuprofene ottencdo FM: PB 67 mM
pH 7.4/1-PrOH 96:4, flusso 1 ml/min

Spiazzamento con Valproato
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Fig. 4.20Spiazzamento del LOPINAVIR con Valproato ottenuto &M: PB 67 mM pH
7.4/1-PrOH 96:4, flusso 1 ml/min.
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Spiazzamento con Valproato
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Fig. 4.21Spiazzamento del RITONAVIR con Valproato ottenubo &M: PB 67 mM pH
7.4/1-PrOH 96:4, flusso 1 ml/min.

Spiazzamento con Valproato
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Fig. 4.22Spiazzamento del SAQUINAVIR con Valproato ottenctm FM: PB 67 mM
pH 7.4/1-PrOH 96:4, flusso 1 ml/min
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Ko misurata (M)
Competitore Ko lett.(M)
RTN LPN SON
SALICILATO 3.8 x 10° 1.2 x 10° 1.8 x 10° 4.5x 10°
IBUPROFENE 1.0 x 107 0.9x 10° 0.7x10° 3.7x 10
VALPROATO 2.3 x 107 3.1x10° 5.1x 10° 1.7 x10°

Tab. 4.3Confronto K apparenti misurate e i dati dei competitori préiseretteratura [14].
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CD[mdeg]

I : I y | y :
340 400 450 500 530
Wavelength [nm]
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I HSA/BIL/RTN 1:1:6

I HSA/BIL/RTN 1:1:8

Fig. 4.23 Spettri CD ottenuti con gli esperimenti di compietie tra bilirubina e ritonavir
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DETERMINAZIONE DELLE
CARATTERISTICHE DI LEGAME ALLA
SIEROALBUMINA UMANA DI UNA
SERIE DI POLIAMMINOCHINONI

5.1 INTRODUZIONE

La malattia di Alzheimer rappresenta di gran lutagpit importante causa
di demenza nell’eta senile: nel 50% dei casi di elera sopra i 65 anni
sottoposti a riscontro autoptico, infatti, vienernhoillata questa diagnosi. In
realta, la malattia é relativamente frequente amtle¢a tardo-adulta e presenile,
cioe tra i 45 e i 65 anni: la paziente descrittaéAtdneimer nel 1907 mori, infatti,
all'eta di 51 anni.

La malattia esordisce in genere con modesti distdrbmemoria, che
successivamente si fanno sempre piu gravi, finmtadferire gravemente con la
vita quotidiana del paziente. Il deficit riguarda & memoria verbale che quella
visuospaziale e interferisce in particolar modo €apprendimento di nuove
informazioni (memoria recente); seccessivamentiiavia, diviene deficitaria
anche la rievocazione di informazioni precedentdmernen apprese.
Contemporaneamente a questi sintomi, se ne pogs@sentare altri, quali
depressione e alterazioni comportamentali, comsiyi&s apatia, irritabilita e
agitazione tali da confondere il quadro diagnostCaratteristica e la comparsa
di disorientamento spazio-temporale. Con il procediella malattia si ha la
compromissione di altre facolta cognitive. Di primaa importanza € la
dissoluzione progressiva del linguaggio, deficitcdmprensione e utilizzo di
parole sbagliate (parafasie).

La durata della malattia & piuttosto variabile:niedia & di 7-8 anni, ma
sono noti casi di decorso inferiore a 1 anno o sopeai 20 anni. Il paziente
muore ormai in condizioni vegetative, di solito pmrfezioni urinarie o
polmonari concomitanti.

Dal punto di vista macroscopico, la malattia di #demer, essendo una
malattia degenerativa cerebrale, porta a un'atigdi@eralizzata e simmetrica del
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cervello. L'atrofia si associa con una notevoledgardei grossi neuroni cortical
e un restringimento (shrinkage) dei neuroni superdi39]. Anche diversi

nuclei localizzati nel tronco dell’encefalo sondpit dalla perdita neuronale;
tra questi in particolare, il nucleo basale di Meyrche e la principale fonte
delle fibre nervose colinergiche che proiettana akocorteccia. Il riscontro di
tale alterazione aveva fatto sorgere “l'ipotesirmmigica” della AD: si era cioe
supposto che la AD fosse legata alla degenerazsahettiva delle cellule
colinergiche.

Ma, [latrofia corticale, sebbene rappresenti una rattaristica
anatomopatologica relativamente costante dell’All) pariare da caso a caso,
per cui hon puo essere considerata come un madgmastico affidabile.

La diagnosi anatomopatologica di AD si basa dunsuiéa presenza di
peculiari lesioni istologiche. | due principali itidi lesione istologica sono la
degenerazione neurofibrillare (“grovigli” neurofilbari:  Neurofibrillary
Tangles: NFT) e le placche senili (Senile Plaque®) o amiloidee. La
degenerazione neurofibrillare € costituita da masggamenti anormali aventi
forma globosa o a flamma, situate a livello debglidasma intorno al nucleo del
neurone e spesso si estendono fino ai prolungamehtlari.

| depositi intracellulari derivano dalla proteinaut che € una proteina
neuronale accessoria della tubulina che si legaiaiotubuli e normalmente
aumenta la loro stabilita ma, in condizioni patithg, a seguito di una
iperfosforilazione, € rilasciata nel citosol doveiop andare incontro ad
aggregazione.

Le placche senili (SP) sono strutture di formaatile; la composizione e
configurazione delle SP varia a seconda del laadigtdi sviluppo: le placche
“classiche” o “tipiche” sono costituite da un caentrale di sostanza amiloide,
circondato da un alone chiaro intorno al qualeociosprolungamenti neuronali
rigonfi.

La sostanza amiloidea, componente essenziale 8&lleé costituita da
peptidi di 40 amminoacidi, detti peptigiamiloidei 1-40 (A1-40); una frazione
minore e costituita da peptiframiloidei piu lunghi di due aminoacidi (lle e
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Ala), AB1-42. Questi peptidi sono piu idrofobici e partewhente propensi
allautoaggegazione.

| peptidi B-amiloidei derivano dal taglio sequenziale di unetg@na
transmembrana, la proteina precursore amiloide JA&# parte di due enzimi:
la 3- e lay-secretasi.

Numerosi studi hanno, tuttavia, dimostrato chedamiloide, in forma
solubile, viene rilasciata costitutivamente daliluwe in condizioni normali,
essa e stata, infatti, ritrovata nel fluido cerspinale e nel plasma di soggetti
sani. Tuttavia, recentemente ha preso piede I'aleala vera specie tossica sia
rappresentata proprio dai piccoli aggregati oligam solubili, piuttosto che
dalle grandi strutture fibrose [140, 141]. Sebb&ndéunzioni dellAPP e dei
suoi derivati siano ancora da chiarire, studi situoal cellulari hanno reso
possibile l'attribuzione a questi polipeptidi di Heplici ruoli potenziali.
Indicazioni sempre piu numerose suggeriscono chB ABbia una funzione
neuroprotettiva e giochi un ruolo nella crescita deuriti, nella plasticita
sinaptica e nell'adesione cellulare.

Per quanto riguarda i peptidiA nonostante la loro attivita citotossica a
concentrazioni micromolari sia ormai appurata, pencentrazioni piu basse,
dell’ordine del picomolare e del nanomolare, divestsidi hanno rivelato un
potenziale ruolo fisiologico correlato alla plagic e alla sopravvivenza
neuronale. L’incapacita dei neuroni di manteneeguilibrio omeostatico del
Cd”, rappresenta un aspetto della malattia che sestbetamente collegato
alla disfunzione e alla morte dei neuroni stesecoBdo alcuni autori, i peptidi
AB potrebbero contribuire a questo malfunzionamemtion&dndo dei canali
permeabili al C& sulle membrane dei neuroni [142, 143]

L'eccesso intracellulare del €apotrebbe spiegare anche I'attivazione di
certe chinasi che possono contribuire all'iperfatdaione e quindi
allaggregazione della proteina tau.

Oggi purtroppo non esistono farmaci in grado dinfare e far regredire la
malattia e tutti i trattamenti disponibili puntar@o contenerne i sintomi. Per
alcuni pazienti, in cui la malattia € in uno stalikwe o moderato, farmaci come

107



tacrina, rivastigmina e galantamina possono aiudalienitare I'aggravarsi dei
sintomi per alcuni mesi. Questi principi attivi sgbono da inibitori
dell'acetilcolinesterasi, un enzima che metabolizzacetilcolina, |l
neurotrasmettitore carente nel cervello dei malaflzheimer. In questo modo
si rende disponibile una quantita maggiore di neasmettitore che porta a un
miglioramento delle funzioni mnesiche.

La messa a punto di nuovi farmaci per la demenzsatieimer € oggi un
campo in grande sviluppo, nei laboratori di ricestata lavorando a principi
attivi che aiutino a prevenire, a rallentare la atted e a ridurne i sintomi.
Altra via di ricerca attiva € quella che punta sudlviluppo di una risposta
immunologica contro la malattia cercando di svilaggoun vaccino in grado di
contenere la produzione @iamiloide.

Recentemente € stato osservato che i benzochinomaftochinoni hanno
attivita inibitoria nei confronti del processo djgaegazione dei peptidi [}
inoltre le poliammine riescono a legare ioni métaltome Zi*, C#*, F€”, che
svolgono un ruolo nel processo di autoaggregazaindf3 modulandone la
formazione. Da queste evidenze deriva il raziomqede la sintesi di molecole
ibride che contenessero entrambe le funzioni.

Cosil, i poliamminochinoni possono essere considemhe il punto di
partenza dello sviluppo di una nuova classe di astapcontro il morbo di
Alzheimer.
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Fig. 5.1Strutture dei poliamminochinoni studiati in queksteoro.



5.2 SCOPO DEL LAVORO

L’ obiettivo di questo lavoro é stato quello dilsppare un metodo per la
caratterizzazione del legame di molecole a strattpoliamminochinonica,
sviluppate nelllambito di una ricerca sulla makattdi Alzheimer, alla
sieroalbumina umana (HSA).

La tecnica scelta é stata la biocromatografia, antignlare tipo di
cromatografia liquida, che utilizza una colonnardegecome fase stazionaria una
proteina per valutare il legame a molecole di edee biologico; tale studio
viene condotto su un sistema HPLC, che presentaatvaantaggi come la
rapidita, la selettivita e I'efficienza analitica.

La sieroalbumina umana é stata immobilizzata convateente al supporto
siliceo monolitico della colonna HPLC. La fase gtaaria cosi ottenuta é stata
caratterizzata per confermare che la proteina inilimedta mantenesse le
proprieta di legame della proteina in soluzioneee \erificare la possibilita di
utilizzare il supporto monolitico al posto dei das supporti impaccati.

Sono state eseguite delle prove con compostieliminto per verificare il
corretto funzionamento della colonna. A tale scepoo state utilizzate miscele
raceme di warfarin, oxazepam, N-benzoilleucina to®fene, e sono stati
calcolati i parametri caratteristici di una sepa&ae cromatografica.

Infine sono stati effettuati studi sull'entita delegame dei
poliamminochinoni allHSA.
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5.3 MATERIALE UTILIZZATO

Per la derivatizzazione della colonna é stata ubl8A, Human Serum
Albumin, senza acidi grassi (purezza96%), acquistata da Sigma Aldrich
(Milano, Italia).

La colonna utilizzata € un prototipo di silice epawronolitico 50 x 4.6 mm

gentilmente fornito dal Dr D. Lubda (Merck KGaA, BSR&D MDA,
Darmstadt, Germany).

Per la determinazione di selettivita ed efficientedla colonna sono stati
usati i seguenti campioni di riferimento:

e rac-warfarin
« rac-ketoprofene
« rac-N-benzoil leucina

Sono stati acquistati da Sigma Aldrich (Milanoli&ta

* rac-oxazepam e stato gentilmente fornito dal Prof.dagtini, Facolta di
Farmacia, Universita di Pisa.

Per la convalida del metodo sono stati utilizzaampioni:

e paracetamolo

+ furosemide

+ fenilbutazone

+ salicilato di sodio

Acquistati da Sigma Aldrich (Milano, Italia).

- diazepane stato gentilmente fornito dal Prof. Lucacchiracélta di
Farmacia, Universita di Pisa
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Per I'analisi frontale é stato usato L-triptofai®igima, Milano, Italia).

Per lo studio di legame all’lHSA sono stati usateguenti campioni sintetizzati
presso il laboratorio del prof. Melchiorre (Univigdisdegli studi di Bologna).
(Fig.4)

+ B1

+ B2

. B3

+ B4

+ B5

+ B6

+ B7

- B8

Per le prove di competizione ai principali siti ldgame di HSA sono stati
utilizzati i seguenti campioni, acquistati da Sigaddrich (Milano, Italia):

¢ salicilato di sodio (marker del sito I)

¢ ibuprofene (marker del sito II)

¢ acido valproico (marker del sito della bilirua)n

Per la preparazione dei tamponi sono stati utilizzéH,PQ,, K,HPQ,,
(NH4).SQ,, tutti acquistati da Carlo Erba Reagenti (Milam@lia) e tutti di
grado analitico.

Il solvente usato come modificatore organico e [serpreparazione delle
soluzioni e 1-propanolo, acquistato da Sigma Ard(Milano, Italia).

L’'acqua usata per preparare i tamponi é statathiaia mediante Sistema di
Purificazione MILLI-RX20 (Millipore).

Quando non in uso, la colonna derivatizzata con HSgtata lavata con
tampone fosfato di potassio 67 mM, pH 7.4/1-proparg®:10 e conservata a
4°C.
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5.3.1 Strumentazione

Il lavoro é stato eseguito mediante un sistema atogmafico costituito da una
pompa Jasco (Tokio, Giappone) PU-980 Intelligent &RPump, provvista di

valvola di iniezione Rheodyne (modello 7161) coraop da 2Ql.

La rivelazione e stata ottenuta mediante uno gdettmetro a fotodiodi Jasco
MD-910 Multiwavelenght Detector.

| risultati sono stati acquisiti mediante il progmaa Borwin-PDA (Jasco).

Per gli studi di dicroismo circolare & stato utikto uno spettropolarimetro
JASCO J-810 (Tokio, Giappone) ed una cella di camoitico 1cm. Gli spettri

sono stati acquisiti con Spectrum Measurement @Jasc analizzati col

programma Spectra Analysis (Jasco).

5.4 DERIVATIZZAZIONE DI UNA COLONNA
MONOLITICA DI SILICE EPOXY CON HSA

La colonna utilizzata € una colonna Merck epoxy atitina 50 x 0.46 mm.

La soluzione di albumina e stata preparata all@e&oimazione di 10 mg/mL (30
mL) in tampone fosfato di potassio 50 mM, conteadhiH;),SO, 1M, pH 6.5.
L'immobilizzazione della proteina e stata ottenutacendo passare una
soluzione di albumina a ricircolo, per 24 ore, adlusso di 0.5 ml/min.

Sono stati fatti passare attraverso la colonnauatessione, 20 ml di tampone e
4 ml della soluzione di albumina a circuito apepoi, il circuito & stato chiuso.
Durante la prima ora il senso circolatorio delldugmne attraverso la colonna é
stato invertito ogni 15 min. Nelle 3 ore successiwenso € stato invertito ogni
30 min, quindi la soluzione di HSA e stata lasciatecolare per 24 ore,
mantenendo la direzione di flusso equivalente @illazione di utilizzo. A fine
operazione, la colonna ¢ stata lavata con 100 t@rdpone fosfato 50 mM pH

7, con un flusso di 1 ml/min. | gruppi epossidibiecnon hanno reagito con la
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proteina, sono stati disattivati facendo passareiraolo 50 ml di una soluzione
glicina 1 M in tampone fosfato 67mM pH 7.4.

5.5 ANALISI FRONTALE

L'analisi frontale & stata effettuata per misurdee quantita di HSA
immobilizzata correttamente.
L'analisi &€ stata eseguita utilizzando una seriesaluzioni di L-triptofano a

concentrazione nota, secondo il metodo descrittio.ddage [8].

5.5.1 Soluzioni
Lo studio e stato condotto utilizzando soluzioni Witriptofano aventi

concentrazioni pari 12.5-25-50-10M.
Si e preparata una soluzione madre BPDin tampone fosfato 67 mM pH 7.4,
(PB) sciogliendo 2.04 mg di L-triptofano (PM=204)23 100 ml totali. Le altre

soluzioni sono state preparate mediante diluizoiscessive della madre.

5.5.2 Condizioni cromatografiche

L’analisi & stata condotta utilizzando la colonmpa»y kromasil 50 x 0.4 mm,
2004, 5 um derivatizzata con HSA, precedentemente descritta.

La fase mobile utilizzata era tampone fosfato 67 pt 7.4 (PB).

Il flusso e stato impostato a 0.25 ml/min e leuttsono state effettuate alla
lunghezza d’onda = 280 nm, corrispondente al massimo d’assorbimeto
triptofano.

Tutte le analisi sono state condotte a temperatontziente, pari a circa 28 °C.

5.5.3 Procedimento

Le soluzioni di L-triptofano sono state fatte seoer attraverso la colonna ed |l
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tempo di ritenzione é stato monitorato a partidepgacante.

Poi e stato determinato il valore gli tioé il tempo che 'analita ha impiegato ad
attraversare il sistema escludendo la colonna.féter cio la colonna e stata
sostituita da una junction a volume zero ed e stgtatuta la corsa della
soluzione 10QuM.

Prima dell'analisi e tra una corsa e l'altra é sstidtto passare attraverso la
colonna fase mobile, fino alla stabilizzazione adhea di base.

5.6 CONTROLLO DELL'EFFICIENZA SEPARATIVA
DELLA COLONNA

Per valutare I'enantioselettivita e I'efficienzgpaeativa della colonna sono
stati iniettati una serie di campioni racemi dienimento, noti legare
enantioselettivamente I'HSAac-warfarin erac-N-benzoil leucina per il sito I,
rac-oxazepam eac-ketoprofene per il sito Il. Le prove sono stategeste con il
flusso di 1 ml/min e sono riassunte nella tabediguente:

CAMPIONE FM

(tampone fosfato 67 mM
pH 7.4/1-PrOH)

90:10

Oxazepam 92:8
95:5

90:10

Warfarin 92:8
95:5

90:10

Ketoprofene 92:8

95:5
92:8
95:5

N-Bz leucina

Le concentrazioni utilizzate per il rac-oxazeparagc-warfarin e rac-
ketoprofene sono di c.ca 0.01 mg/ml (soluzione rAgml in 1-PrOH diluito
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1:10 in FM); mentre per la N-benzoil leucina diac@ 005 mg/ml (soluzione 1
mg/ml in PrOH diluita 1:200 in FM).

Tutte le analisi sono state condotte a temperagunhiente, pari a c.ca
28°C.

5.7 ANALISI DEL LEGAME DI UNA SERIE Dl
POLIAMMINOCHINONI ALL'HSA

5.7.1 Determinazione della percentuale di legamentite
biocromatografia
La colonna derivatizzata e caratterizzata € staiae utilizzata per studiare

I'entita del legame dei poliamminochinoni alla @ioga HSA.

Sono stati analizzati otto poliamminochinoni (B1)B8noltre, al fine di
controllare il buon funzionamento della colonna,nsostati aggiunti al
protocollo sperimentale, alcuni farmaci dalle daradtiche di legame note:
paracetamolo, diazepam, furosemide, fenilbutazealesilato di sodio.

Tutte le soluzioni madri dei poliamminochinoni somstate preparate alla
concentrazione di 1mM, ad eccezione del B6 cheppablemi di solubilita,
stato preparato 5QM1 in 1-propanolo e conservate al buio a 4°C.

Prima dell’analisi le soluzioni madri sono statéuiie alla concentrazione di
10uM con tampone fosfato 67 mM pH 7.4.

Le analisi sono state condotte con un flusso dilAnm e con fasi mobili
composte da tampone fosfato 67 mM, pH 7.4 e l-prapain diverse
proporzioni.

Poiché questi farmaci sono caratterizzati da unatke percentuale di legame
alla proteina, non e stato possibile valutare @ireénte I'entita del legame in
condizioni pseudofisiologiche (tampone fosfato 6%,npH 7.4). Percio le
analisi sono state condotte in presenza di perakrdrescenti di modificatore
organico 1-propanolo (0-15%); e stato possibiledcore I'analisi in assenza di

1-propanolo solo nel caso di B7.
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5.7.2 Studi di competizione tramite dicroismo ciltace
La soluzione del complesso B3/HSA e stata ottenotizcelando

opportunamente una soluzione stock 1 mM di B3 iprdpanolo ed una
soluzione stock di HSA 50QM in tampone fosfato di potassio, pH 7.4,
portando a volume con tampone fosfato di potagsio/.4. E’ stato registrato lo
spettro di dicroismo circolare del complesso [B3BA] 2:1 (concentrazione
HSA 30 puM) nellintervallo 250-425 nm con una cella cilimcit da CD con
cammino ottico 1 cm[B ml di volume). Da questo spettro €& stato otteroito
spettro di dicroismo circolare indotto, sottraendo contributo dovuto
all'albumina e al solvente. Il contributo della gaai B3 non legata ad HSA é
stato considerato nullo, in quanto la molecola léirate e pertanto non ha un
spettro di dicroismo circolare proprio.

Al complesso [B3]/[HSA] 2:1 sono state quindi aggei aliquote di
soluzioni stock di marker specifici dei principaiti di legame dell’albumina ed
e stato monitorato l'effetto della presenza del petitore sullo spettro di
dicroismo circolare indotto iniziale. | marker w#ati sono stati: salicilato di
sodio (stock 54 mM in 1-propanolo), ibuprofene ¢kt&4 mM in 1-propanolo)
e valproato di sodio (stock 1,5 M in acqua), Laiadone di volume dovuta
all'aggiunta del competitore € stata consideratsctirabile.

5.8 VALUTAZIONE DELLA STABILITA DELLA
COLONNA

Al fine di verificare la stabilita della colonnal’akura e al tempo, alcune delle
molecole utilizzate come riferimento durante lodstubiocromatografico dei
poliamminochinoni (rac-warfarin, rac-oxazepam, kabenzoilleucina e rac
ketoprofene), sono stati analizzati nuovamente,lenedtesse condizioni
sperimentali, dopo circa 8 mesi e oltre 800 inieziba percentuale di legame
misurata e stata quindi confrontata con quellardeteata con la colonna appena

funzionalizzata.



5.9 RISULTATI E DISCUSSIONE

5.9.1 Caratterizzazione della colonna
La colonna monolitica é stata derivatizzata coval@ente con la proteina

HSA; nonostante i gruppi epossidici possano reamretutti i gruppi nucleofili
presenti sulla proteina, nelle condizioni utilizasi pud ragionevolmente
supporre che l'attacco nucleofilo avvenga prinaipaite sui gruppid NH, dei
terminali amminici, e che il resto della proteimgn venga coinvolto nella
reazione (fig 4.6). In tal modo l'operazione di iwiilizzazione non varia le
proprieta di legame della proteina. Questa assogzéavvalorata dalla buona
correlazione dei parametri di legame ottenuti pesmposti di controllo con la
colonna, quando confrontati con gli stessi paramettenuti studiando la
proteina in soluzione.

Successivamente e stata stimata la quantita di &4 immobilizzata sul
supporto.

5.9.2 Titolazione dei siti di legame attivi
La titolazione dei siti attivi del’lHSA immobilizza al supporto siliceo &

stata effettuata mediante analisi frontale.

Lo stesso metodo permette anche di calcolare laames di affinita
dell'interazione analita-ligando; questo rende tatalisi la tecnica di scelta per
la caratterizzazione della colonna [8].

N

Per il nostro scopo € stato utilizzato L-Trp, vagiaso perché € noto
legare un unico sito dellHSA (sito 1), e questermette una piu semplice
analisi dei risultati: infatti in questo caso ilmaro di siti attivi sara uguale al
numero di molecole di albumina correttamente imrate.

Con quest’analisi si ottengono dei caratteristitngatogrammi di forma
sigmoidale. (Fig 5.2).
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Fig.5.2Curve di acquisizione ottenute dalle prove di andlontale eseguite con la colonna
derivatizzata.

L'interpretazione dei risultati si e basata sukcold delle moli apparenti di
HSA immobilizzata msa app dalle quali, secondo I'equazione 1.10, dipendono
fattori K, € nysa.

Sapendo che

Musa app= Veluizione[L-TTP]
e stato necessario ricavare dalle curve i temgtetizione dell'analita alle varie
concentrazioni; per fare cio e stata calcolata daivdta prima delle curve
sigmoidali acquisite, in modo da ottenere dei picdhcui valore massimo
corrisponde alg Lo stesso e stato fatto per ricavareyilper determinare tale
valore é stata fatta fluire una soluzione di L-Tofano a concentrazione
100uM, dopo aver sostituito la colonna con una uniamolame zero.

Successivamente e stato costruito un grafico avadigeordinate il valore
1/ Mysa app IN funzione di 1/[L-Trp]. Il risultato € una rettda cui & stato
possibile calcolare il valore diKe di m (Fig.5.3).
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Fig.5.3Grafico ottenuto dall’analisi frontale di L-Trp

La retta ottenuta ha mostrato un buon coefficiaiteorrelazione, R
0,9988. L'equazione della retta e: y = 0,3732x 6688; dall'inverso
dell'intercetta e stato possibile quantificareti attivi di proteina immobilizzata
all'interno della colonna, mentre il rapporto traercetta e pendenza della retta
corrisponde alla costante di affinita.

Concludendo la quantita di HSA attiva che si e fegapari a 18,1 mg,
mentre la K di L-Trp (Ka= 9,8 010° M) & risultata dello stesso ordine di
grandezza di quella riportata in letteratura$k32 110° M™'a 25°C) [8].

5.9.3 Controllo dell’efficienza separativa

La capacita separativa della colonna e stata vatdifacendo una serie di
test con campioni di riferimento noti legare [latbma in maniera
enantioselettiva.

Le soluzioni utilizzate sono stataac-oxazepam,rac-warfarin, rac-
ketoprofenerac-N-benzoil leucina.

Le iniezioni dei composti sono state eseguite cwerde percentuali di
modificatore organico aggiunto alla fase mobile3-80% di 1-propanolo. |
risultati delle analisi con una fase mobile compa$a tampone fosfato 67mM
pH 7.4/1-PrOH 90:10 sono stati dei cromatogramnm pachi molto stretti e
separati alla linea di base tranne pead-ketoprofene.
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Dai tempi di ritenzione ottenuti sono stati ricavgtarametri caratteristici
delle separazioni cromatografiche che sono indicdélla qualita della colonna

Selettivita, efficienza e risoluzione sono riswdtabuone ed hanno
confermato [l'affidabilitd della colonna (Tab.5.1percio e stato possibile
utilizzarla per lo studio biocromatografico deligarazioni della proteina HSA
con i composti poliamminochinonici.

CAMPIONE FM ky a Nefr1 Nefr2 Rs

(tampone fosfato 67 mM
pH 7.4/1-PrOH)

Oxazepam 90:10 1,33 1,30 256,73 349,19 |1,12
92:8 1,81 1,35 362,68 |543,82 |1,57
95:5 2,48 2,13 254,75 |205,79 |2,68

Warfarin 90:10 1,68 1,77 254,96 |200,59 |2,06
92:8 2,89 1,84 243,27 118,45 |[1,80
95:5 7,61 2,24 162,35 |81,85 1,90

Ketoprofene 90:10 8,42 1,12 237,71 299,14 |0,47
92:8 9,85 1,16 272,72 328,42 |0,63
95:5 23,69 | 1,15 150,84 |166,43 |0,43

N-Bz-Leucina |92:8 1,22 2,45 320,59 |581,89 [4,60
95:5 2,53 1,81 270,53 142,53 1,91

Tab.5.1 Dati di selettivita e risoluzione ottenuti con lalanna derivatizzata; il flusso
impiegato é di 1 ml/min.

5.9.4Interazione dei poliamminochinoni con la sieroalbuma
umana
Lo studio biocromatografico e stato condotto w#éizdo la colonna con

sieroalbumina umana (HSA) immobilizzata, precedeet#e caratterizzata.
Sono stati analizzati otto poliamminochinoni (B1;B#y. 5.1) per determinarne
I'affinita relativa alla sieroalbumina umana.

Sono state eseguite una serie di analisi in cai fake mobile venivano
aggiunte quantita decrescenti di un modificatorganico, I'l-propanolo, per
ridurre i tempi di ritenzione degli analiti.

Solamente il composto B7 € stato analizzato in iziowl
pseudofisiologiche (tampone fosfato 67 mM pH 7id)guanto tutti gli altri
composti sarebbero stati trattenuti eccessivameragelonna.
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L’'analisi dei risultati & stata rivolta al calcaliella percentuale di farmaco
legato alla proteina in assenza di modificatorenigp.

Costruendo un grafico con i parametri cromatografitenuti, per ciascun
farmaco Fig. 5.4) € stato estrapolato il valore del coefficienteapacita k) in
assenza di modificatore organico e, tramite leziete

B% = k 100
k+1
si e ottenuta la percentuale di farmaco legatiH8IR (B%.,, tab. 4). Per uno
dei composti, il B7, & stato possibile misurarestti@amente il valore di k in
assenza di modificatore organico (R% tab.4). | risultati ottenuti con i
composti di riferimento sono stati confrontati ¢alati in letteratura.

Per il gruppo B1-B2-B3-B7, che presenta la stessdtgra in cui cambia
solo la lunghezza della catena laterale (rispetiesate 8, 9, 10, 7 atomi di
carbonio) e stato ottenuta un aumento dell’affiaitaumentare della lunghezza
della catena laterale. Inoltre, si € anche osserehie i quattro composti
presentano la stessa variazione di affinita pemprateina al variare della
concentrazione di propanolo (Fig. 5.4). Lo stesswimeno era stato osservato
in precedenza nel caso degli inibitori della pret¢#lV (vedi). Inoltre, anche in
guesto caso, a basse percentuali di 1-propanaiddimento del grafico cambia,
€ nuovamente lineare ma con pendenza maggiore, sopad vedere al B7,
I'unico per cui € stata effettuata un’analisi isexsza di modificatore organico.

Nel caso dei composti B4-B5-B8, e stato possibitaliazare il loro
comportamento fino ad una percentuale di propapatoal 3%. In questo caso
la dipendenza dell'affinita dalla lunghezza dellatema Ilaterale non e
significativa. Come visto prima per gli analoghinsa il gruppo amminico
secondario all'interno della catena laterale, i ammposti presentano profili
simili della variazione dell'affinita in funzione etla concentrazione di 1-
propanolo. In questo caso, pero I'affinita perdatpina sembra poco influenzata
dalla presenza del solvente organico, infatti ta Effinita subisce solo una lieve
diminuizione passando dal 3% al 10% di 1-propanolo.

Queste evidenze sperimentali suggeriscono chesasel dei composti con
la funzione amminica secondaria nella catena ltefaterazione con HSA sia
dovuta piu a interazioni ioniche o a legami ad ggnoo piuttosto che a legami
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idrofobici. Pertanto, anche il sito di legame degti composti potrebbe essere
diverso da quello dei composti B1-B2-B3-B7.

Un’altra importante osservazione che si puo farehe l'ordine relativo
delle affinita delle molecole analizzate varia éonente in funzione della
concentrazione di propanolo nella fase mobile. seingpio compiendo I'analisi
con il 10% di 1l-propanolo nella fase mobile, il qwsato B5 mostra una
percentuale di legame piu alta rispetto al compoBth Riducendo la
concentrazione del propanolo al 5% l'ordine diraféi si inverte. La maggior
parte dei lavori biocromatografici presenti in ée#ttura viene eseguita ad
un’unica concentrazione di solvente organico. ultadi ottenuti con questo
lavoro dimostrano che tale approccio € eccessivlansemplicistico e puo
portare ad errori di valutazione significativi. Gamente le condizioni ottimali
di analisi sarebbero quelle in cui viene utilizzatbo tampone a pH fisiologico
come fase mobile. Gli elevatissimi tempi di analdie spesso sarebbero
necessari, impongono pero I'aggiunta di solveng &rcilitino I'eluizione dei
campioni. Il metodo impiegato in questo lavoro m@genta un ottimo equilibrio
tra la velocita di analisi e affidabilita dei risati, in quanto permette di
osservare differenze nei comportamenti di legame daolecole analizzate.
Anche con questo metodo, comunque, resta un ceatiogli incertezza dovuto
al fatto che la frazione legata viene generalmeateolata per estrapolazione e
non misurata. E’ quindi auspicabile la messa a@uintmetodi alternativi che
permettano di eseguire questo tipo di analisi sdazaecessita di utilizzare
solventi organici, mantenendo comunque una buqguidita di esecuzione.
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Fig.5.4 Andamento del valore di log k al variare della eetcale di 1-PrOH aggiunta alla

Tab.5.2 Valutazione del legame dei poliamminochinoni e dampioni di riferimento
all’HSA ricavate dalle prove di biocromatografiaeerH campioni di riferimento &
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fase mobile.

CAMPIONE B%ext B% meas B% letteratura SAMPLE B%ext B%mgaa
Paracetamolo | 15,1 15,8 <20 B7 [955] 977
Bl 96,5 -
D-Benzoil Leucingd 77,2 81,9 - B2 98,6 i
L-Benzoil Leucinal 83,7 85,9 - B3 1990] -
B8 96,1 -
R-Ketoprofene | 98,6 - 99,2+0,1 B2 |970| -
S-Ketoprofene | 99,1 - 99,2+0,1 BS [973[ -
SOxazepam | 92,4 | 942 | 98,818 Bo 1291 -
R-Oxazepam | 85,9 90,0 98,8t1,8
Diazepam 94,7 96,7 98, 40,2
S-Warfarin 99,1 - 99+1
R-Warfarin 98,5 - 9%+1
Furosemide 97,4 - 98,8t0,2
Fenilbutazone | 98,6 - 96,1+1,1
Acido salicilico | 80,1 81,4 80-95

riportato il confronto con la letteratura [144, 145



5.9.5Studi di competizione tramite dicroismo circolare
Il segnale di dicroismo circolare indotto di un quesso tra una molecola

achirale e una macromolecola chirale e attribuiblla stabilizzazione di una
delle possibili conformazioni che la molecola pwsswanere in soluzione, nel
momento in cui si lega alla macromolecola. Di cgussza il segnale CD che
viene registrato permette di monitorare il compdessolecola-proteina senza
bisogno di separarlo dalle frazioni non legate.vasiazione di questo segnale
nel momento in cui viene aggiunto un’altra molec@alo specchio di
un’interazione delle due molecole per il legama plioteina.

La molecola B3 & stata scelta come rappresentatieda serie di
poliamminochinoni, in quanto € quella che, ha naistruna piu alta affinita
negli studi biocromatografici. In realta la molezgiu affine e risultata B6, ma
la sua scarsa solubilita nei solventi compatilmln ¢e misure spettroscopiche ne
ha impedito I'impiego.

Il complesso B3/HSA mostra un debole segnale diodimo circolare indotto
nel range 250-400 nm (Fig. 5.5). A questo complessino state aggiunte
aliquote di competitori dal sito di legame peramnina noto, con lo scopo di
scoprire se il B3 lega ad uno dei principali sitiejame di HSA. | compettori
scelti sono stati il salicilato di sodio (SAL) commarker del sito I, I'lbuprofene
(IBU), come marker del sito Il e il valproato dicso (VAL) come marker del
sito della bilirubina. | competitori sono stati sgbnati, oltre che per il loro
legame specifico per un particolare sito di legaamehe perché non mostrano
segnali di dicroismo circolare indotto nel intetgaldi lunghezze d'onda
indagato, rendendo cosi piu semplice l'interpretagidei risultati.

L'aggiunta di salicilato di sodio (SAL, marker d&to | del’HSA), determina
una riduzione del segnale proporzionale alla comaelone di SAL fino ad un
rapporto [SAL]/[B3] 4:1 (Fig. 5.5). Ulteriori aggnte di competitore non
provocano variazioni e non si raggiunge un compdetoullamento del segnale.
Questo comportamento e riconducibile ad wuna intemaz di tipo
anticooperativo, in cui il legame del salicilatoséb | riduce I'affinita di B3 al
proprio sito di legame (e viceversa). Il B3 ha @iincomportamento
anticooperaivo al sito I.
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Fig. 5.5 Esperimenti di competizione eseguiti sul comple&g]/[HSA] 2:1. HSA=3QM.
Cella 1cm

Anche aggiungendo IBU si osserva un iniziale deerdm del segnale CD
indotto del complesso B3/HSA fino ad un rapport®{]/[B3] 3:1 (Fig. 5.5),

mentre ulteriori eccessi non provocano variaziokhi.B3 mostra quindi

anticooperativita anche al sito |l.

L'addizione di VAL, invece, non provoca variaziosignificative del segnale
CD indotto del complesso B3-HSA neanche arrivandieecessi [VAL]/[B3]

10:1 (Fig. 5.5). Pertanto, in base a questi rifiulia B3 lega ad un sito
indipendente da quello della bilirubina.

5.9.6Valutazione della stabilita della colonna
Al fine di valutare I'attendibilita di risultati é¢nuti utilizzando la colonna

derivatizzata con HSA a distanza di tempo e dopoismestensivo, sono state
analizzate una serie di molecole di riferimento eleno state precedentemente
analizzate con la stessa colonna appena dopoilatiezazione.

Il confronto delle percentuali di legame ottenuts ¢a colonna fresca e
dopo un uso estensivo (piu di 800 iniezioni eseguitcirca 8 mesi) e riportato
nella tabella 5.3.

126



CAMPIONE  [B% tempo0| B% aopoames| oo
D-N-Benzoil leucing 81,9 79,4 -2,5
L-N-Benzoil leucing 85,9 85,5 -0,4

R-ketoprofene 98,6* 97,9 -0,7
S-ketoprofene 99,1* 97,9 -1,2
S-oxazepam 94,2 93,0 -1,2
R-oxazepam 90,0 87,3 -2,7
S-warfarin 99,1* 98,8* -0,3
R-warfarin 98,5* 98,1 -0,4

Tab. 5.3 Variazione della percentuale di legameurata di alcuni composti di riferimento
analizzati a distanza di circa 8 mesi e a seguitirch 800 iniezioni.

* Valori ottenuti per estrapolazione dal graficg o contro concentrazione di 1-propanolo

Da questa analisi risulta che, per i composti firitnento utilizzati, c'é
una perdita di capacita ritentiva della colonnaéguito all’'uso e al tempo. La
variazione media della frazione legata misuratal@%. Tenendo conto
solamente dei valori ottenuti per gli enantiometi affini di ciascuna coppia, la
variazione scende a —-0,8%. Questa piccola variazdmpo un uso estensivo
della colonna e a distanza di molto tempo, dimosti@ le condizioni di lavoro
utilizzate mantengono la proteina funzionale eiktadxd inoltre che la colonna
pud essere impiegata per almeno 800 iniezioni e &8i,nsenza mostrare
variazioni significative dei risultati.

5.10CONCLUSIONI

La colonna preparata € risultata efficiente nalaluzione di farmaci noti
legare enantioselettivamente I'HSA, per cui il nggtali immobilizzazione non
ha modificato le proprieta di legame della protemad supporto monolitico si e
dimostrato adatto all'immobilizzazione della proeei

I metodo di determinazione della percentuale egame mediante
biocromatografia & stato convalidato mediante andiiuna serie di composti di
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riferimento. | dati di legame di questi compostiteauti con il metodo
biocromatografico, sono risultati in buon accorda cdati di letteratura.

Le molecole in studio hanno mostrato un’elevatacg@atiuale di legame
all'albumina, superiore al 95%; in particolare ,Bche e stato eluito solo nelle
condizioni piu drastiche utilizzate (15% di propkmo Il metodo di
estrapolazione lineare utilizzato determina unaosbima della percentuale di
legame, come si vede dal confronto del dato edafpaa quello misurato in
assenza di 1-propanolo del campione B7. Confromtandati ottenuti per
estrapolazione, si nota una correlazione tra @istithe della catena laterale
(lunghezza e numero di gruppi amminici) e la peteaie di legame.

Gli studi di competizione utilizzando il compost@ Bome rappresentativo
della serie hanno evidenziato un comportamenta@oyerativo con siti l e Il e
un legame indipendente con il sito della bilirubina

L’albumina immobilizzata sul supporto monoliticorienasta stabile nelle
condizioni utilizzate per oltre 8 mesi e 800 in@dj dimostrando I'affidabilita
del metodo impiegato in questo studio e la stabdiél supporto cromatografico
impiegato.
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SVILUPPO DI UN METODO HIGH-
THROUGHPUT-SCREENING PER LA
CARATTERIZZAZIONE DEL LEGAME
DEI FARMACI ALLA SIEROALBUMINA
UMANA

6.1 INTRODUZIONE

Negli ultimi anni si & sviluppato un crescente iagse, sia da parte del
mondo accademico che di quello dellindustria fazendica, nella messa a
punto di strategie analitiche capaci di determinarearatteristiche ADMET
(assorbimento, distribuzione, metabolismo, escrezitossicita) dei farmaci in
via di sviluppo, in maniera rapida ed affidabileuedta tendenza origina dalla
consapevolezza che circa la meta dei farmaci indvigviluppo non possono
essere immessi sul mercato a causa di problemafarometici e che, tra quelli
che vengono commercializzati, almeno la meta ptasestomunque, qualche
carenza dal punto di vista farmacocinetico [1].

In effetti, per quanto un farmaco possa essergoa#i specifico per un
determinato target, non diventera mai un farmacoe viene ben assorbito,
distribuito al sito d’'azione, metabolizzato in memai non troppo rapida, ne
troppo lenta, e completamente eliminato. Inoltréaimaco e i suoi metaboliti
non dovrebbero essere tossici per 'organismo.

Da queste argomentazioni, € chiaro come una rapétierminazione dei
parametri ADMET in fasi precoci dello sviluppo di&rmaco, porti ad un
risparmio sia economico che di tempo, permettendocdlizzare gli sforzi solo
sulle molecole piu promettenti e lasciando perdgrale che, a causa di carenti
proprieta farmacocinetiche, non diverranno mai arim
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6.2 SCOPO DEL LAVORO

La biocromatografia rappresenta un efficiente metgaer studiare
I'interazione farmaco-proteina. Questo particoldi@o di cromatografia di
affinita presuppone di immobilizzare la proteinaususupporto cromatografico,
con una procedura che permetta di mantenerne nai@tde caratteristiche
biologiche. In tal modo, dai parametri cromatogriaé possibile caratterizzare
I'interazione tra la proteina e il farmaco in sw@vedi Cap.2).

Nella maggior parte dei casi gli esperimenti biocatografici vengono
condotti in presenza di una certa quota di solvenganico nella fase mobile,
con lo scopo ridurre i tempi di analisi che altrittigisulterebbero troppo lunghi
e incompatibili col sistema cromatografico. E' comamente accettato che
piccole concentrazioni di solvente organico nellaef mobile abbiano poco o
nessun effetto sul legame dei farmaci alla sieroalba umana [4, 11, 13, 106,
107] (o quantomeno che, confrontando molecole dajefordine di affinita
relativo rimanga lo stesso) e che, pertanto, uneesing effettuato in presenza
del solvente organico, permetta di ottenere risukguivalenti allo stesso
screening effettuato senza solvente organico. Quassunzione € supportata
anche da dati sperimentali ottenuti nell’ambitajdesta tesi (vedi Cap.4 e Cap.
5), ma, come sottolineato nel Cap. 5, altri da¢irgpentali, suggeriscono che, in
alcuni casi, possa non essere verificata. Nel pextte lavoro (cap. 5) infatti,
'ordine di affinita di una serie di composti ottén col 10% di solvente
organico nella fase mobile risultava diverso a lgudttenuto col 5%, e
probabilmente quello in assenza di sovente orgasm@bbe risultato differente
da entrambi. Come gia sottolineato, il metodo chevede di analizzare i
campioni in diverse condizioni di fase mobile (C&p. permette di riconoscere
questi casi, ma necessita di tempi di analisi piighi per ottenere il risultato
finale.

Lo scopo di questo lavoro era di sviluppare un uhetbiocromatografico
che permettesse di ottenere risultati affidabili nrmaniera rapida, e che
permettesse di evitare I'uso del solvente organico.
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L'idea e piuttosto semplice e si basa sull'utilizgd una colonna di
dimensioni ridotte (10 mm) al posto di una colowih@imensioni standard (50-
100 mm).

In teoria, dall'equazione 2.3, risulta che la pataale di legame dipende
esclusivamente dal coefficiente di capacita k. @Quésrmine € un parametro
termodinamico che, in condizioni di equilibrio &ipendente dalla lunghezza
della colonna impiegata. La lunghezza della colpimaece influisce sul valore
del tO, pertanto, essendo k = (tR-t0)/t0, ( dover#ppresenta il tempo di
ritenzione e tO rappresenta il tempo di eluizioneirth sostanza non ritenuta),
riducendo il valore di tO attraverso I'impiego diaicolonna piu corta, per far si
che il valore di k resti costante, € necessarioschiduca anche il valore di tR. Il
risultato € un minore tempo di ritenzione deglilain@ quindi una riduzione dei
tempi di analisi, mantenendo la stessa qualitaisigiati.

6.3 MATERIALE UTILIZZATO

Per la derivatizzazione della colonna é stata ubl8A, Human Serum
Albumin, senza acidi grassi (purezza96%), acquistata da Sigma Aldrich
(Milano, Italia).

La colonna utilizzata e un prototipo di silice eparonolitico 10 x 4.6 mm
gentiimente fornito dal Dr D. Lubda (Merck KGaA, BSR&D MDA,
Darmstadt, Germany).

Per la preparazione delle soluzioni sono statizaati: KH2P0O4, K2HPO4,
(NH4)2S04, tutti acquistati da Carlo Erba Reagéfilano, Italia) e tutti di
grado analitico. L’acqua usata per preparare i tame stata bidistillata
mediante sistema di purificazione MILLI-RX20 (Mplore). | tamponi sono stati
preparati quotidianamente e filtrati con filtrocat-off 0.22 um (Millipore)
prima dell’'uso.

Per la determinazione di selettivita ed efficientedla colonna sono stati
usati: rac-warfarin, rac-N-benzoilleucina, che satati acquistati da Sigma
Aldrich (Milano, Italia), rac-oxazepam é stato atito dal Prof. Lucacchini dell’
Universita di Pisa.
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Per I'analisi frontale € stato usato L-triptofaramaistato da Sigma-Aldrich
(Milano, Italia).

Per la messa a punto del metodo, la determinaziefia percentuale di
legame all’HSA e gli studi di spiazzamento sonai sisati i seguenti campioni:
rac-oxazepam, nitrazepam, diazepam, flunitrazepier-butilbenzodiazepina,
clonazepam (forniti dal Prof. Antonio LucacchininiMersita di Pisa), rac-N-
benzoilleucina, salicilato di sodio, furosemidenifieutazone e paracetamolo
(acquistati da Sigma Aldrich); B7, B1, B8 (fornital Prof. Carlo Melchiorre,
Universita di Bologna), (fig. 5.1) mexiletina (BDIBO2 e BO3 e tocainide
(BO4), (forniti dalla Prof.ssa Corbo dell’'Univesiti Bari), 11-112 (forniti dal
Dott. Arturo Battaglia, CNR, Bologna). La fase nlehitilizzata era costituita
da tampone fosfato 67 mM, pH 7.4 (PB).

Tutte le analisi sono state eseguite in duplicatoiplicato, valutando la
ripetibilita dei dati.
Quando non in uso la colonna e stata lavata conmiseela di tampone

fosfato di potassio 67 mM, pH 7.4/1-propanolo 9Celébnservata in frigorifero
a4°C.

6.3.1 Strumentazione
Il lavoro € stato eseguito mediante un sistema atognafico costituito da

una pompa Jasco (Tokio, Giappone) PU-980 Inteltig#.C Pump, provvista
di valvola di iniezione Rheodyne (modello 7161) conloop da 2.

La rivelazione e stata ottenuta mediante uno spfettmetro a fotodiodi
Jasco MD-910 Multiwavelenght Detector. La costatittempo del rivelatore &
stata impostata su 100 msec.
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6.4 DERIVATIZZAZIONE DI UNA COLONNA
MONOLITICA DI SILICE EPOXY CON HSA

La colonna utilizzata e una colonna Merck epoxy atitica 10 X 4.6 mm.

La soluzione di albumina é stata preparata allaeatmazione di 10 mg/mL
(15 mL) in tampone fosfato di potassio 50 mM, caetdge (NH4)2S04 1M, pH
6.5.

L'immobilizzazione della proteina € stata ottenfé@endo passare una
soluzione di albumina a ricircolo, per 24 ore, adlusso di 0.5 ml/min.

Sono stati fatti passare attraverso la colonnasuccessione, 20 ml di
tampone e 4 ml della soluzione di albumina a ciccaperto, poi il circuito é
stato chiuso.

Durante la prima ora il senso circolatorio delldugmne attraverso la
colonna e stato invertito ogni 15 min. Nelle 3 swecessive il senso e stato
invertito ogni 30 min, quindi la soluzione di HSAs&ta lasciata circolare per
24 ore, mantenendo la direzione di flusso equitalata direzione di utilizzo.
A fine operazione, la colonna é stata lavata cah rh0 di tampone fosfato 50
mM pH 7, con un flusso di 1 ml/min. | gruppi epaksi che non hanno reagito
con la proteina, sono stati disattivati facendospes a ricircolo 50 ml di una
soluzione glicina 1 M in tampone fosfato 67mM pH.7.

6.5 ANALISI FRONTALE

L'analisi frontale & stata effettuata per misurdae quantita di HSA
iImmobilizzata correttamente.

L’'analisi é stata eseguita utilizzando una serigodlizioni di L-triptofano a
concentrazione nota, secondo il metodo descritto.tkage [8].
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6.5.1 Soluzioni
Lo studio € stato condotto utilizzando soluzioni Ldiriptofano aventi

concentrazioni pari 1, 2.5, 5, 10, gW.

Si e preparata una soluzione stock 5 mM in tamgosfato 67 mM pH
7.4, (PB). Le altre soluzioni sono state prepanageiante diluizioni della stock
con PB.

6.5.2 Condizioni cromatografiche

L’'analisi & stata condotta utilizzando la colonnanalitica di silice epoxy
10 x 4.6 mm, derivatizzata con HSA, precedentemaeseritta.

Il flusso e stato impostato a 0.25 ml/min e leuettsono state effettuate

alla lunghezza d’onda = 280 nm, corrispondente al massimo d’assorbimento

del triptofano.

Tutte le analisi sono state condotte a temperannaiente, pari a circa 28-
30 °C.

6.5.3 Procedimento

Le soluzioni di L-triptofano sono state fatte seoer attraverso la colonna
ed il volume necessario a saturare i siti di leggmesenti in colonna € stato
monitorato a partire dal pescante.

Poi é stato determinato il valore gli tioé il tempo che I'analita impiega ad
attraversare il sistema escludendo la colonna.f&er cio la colonna € stata
sostituita da una junction a volume zero ed € stgtetuta la corsa della
soluzione 2QuM.

Prima dell'analisi e tra una corsa e l'altra lactola € stata equilibrata con
PB, fino a stabilizzazione della linea di base.
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6.6 CONTROLLO DELL’EFFICIENZA SEPARATIVA
DELLA COLONNA

6.6.1 Procedimento
Per valutare I'enantiselettivita e I'efficienza segqtiva della colonna sono

stati iniettati nel sistema cromatografico una esedi campioni racemi di
riferimento, noti legare enantioselettivamente AiSac-warfarin e rac-N-
benzoilleucina per il sito | eac—oxazepam per il sito Il. Le prove sono state
eseguite utilizzando come fase mobile un tampos&fo 67 mM, pH 7.4 (PB)
con o senza l'aggiunta del 4% (v/v) di 1-propanald]usso di 1 mL/min. Dalle
soluzioni stock in 1-propanolo si sono ricavataevapluzioni diluite in tampone
fosfato 67 mM, pH 7.4.

Le concentrazioni utilizzate son@c-oxazepam (rivelazione a 228 nm) 10
uM e 0,005 mg/mLrac-warfarin (rivelazione a 308 nm) 0,02 mg/nmiac-N-
benzoilleucina (rivelazione a 228 nm) 0,0025 mg/mL.

Tutte le analisi sono state condotte alla tempeaaimbiente (circa 28°C).

Dai tempi di ritenzione ottenuti sono stati caltiolgparametri caratteristici
delle separazioni cromatografiche, indicativi detjaalita della colonna: il
coefficiente di selettivitax = k, / ky = (tro —tv) / (tre — tv), cON k > ke la
risoluzione, R= 2 (kzx-try) / (W2 + Wy).

6.7 STUDIO DELLA FRAZIONE LEGATA MISURATA
AL VARIARE DEL FLUSSO DELLA FASE MOBILE

Per individuare la velocita di flusso ottimale, igpondente ad un minimo
tempo di eluizione, ma senza variazioni signifiatilella percentuale di legame
misurata, sono stati effettuati esperimenti bioatoygrafici su 9 composti
aumentando di volta in volta solo questo parametflassi utilizzati sono stati:
1 mL/min., 1,2 mL/min., 1,4 mL/min, 1,6 mL/min. 8mL/min. e 2 mL/min.



| campioni utilizzati sono: fenilbutazone, nitraaep flunitrazepam,
diazepam, furosemide, tocainide (BO1), BO2, BO3 exilatina (BO4). Le
soluzioni degli analiti sono state ottenute da zolu stock da 1 a 3 mM in 1-
Propanolo, diluite a 1M con tampone fosfato 67 mM, pH 7.4.

La fase mobile impiegata utilizzata e tampone tosth potassio 67 mM,
pH 7.4,

Gli esperimenti sono effettuati alla temperaturabimte (circa 30°C).
Ogni analita € stato iniettato in duplicato.

Dai parametri cromatografici € stato ottenuto ilova di k e, tramite
I'equazione 2.3 e stata determinata la frazionatiegl’HSA.

6.8 HIGH-THROUGHPUT-SCREENING DI UNA SERIE
DI MOLECOLE PER IL LEGAME ALL'HSA

6.8.1 Determinazione della percentuale di legame
La colonna derivatizzata e caratterizzata e stétezata per studiare

I'entita del legame di diversi farmaci alla pro@iHSA.

In totale, sono stati analizzati 17 potenziali faom tra cui alcuni
poliamminochinoni sviluppati per la terapia dellalattia di Alzheimer (Cap.5),
una serie di antitumorali di nuova generazionejralderivati della tocainide e
della mexiletina ad attivita antiaritmica.

Al fine di controllare il buon funzionamento dek®alonna, inoltre, sono
stati aggiunti al protocollo sperimentale 11 tranfaci e molecole, dalla frazione
legata allHSA nota: paracetamolo, diazepam, furode, salicilato di sodio,
nitrazepam, flunitrazepam, N-ter-butilbenzodiazapin clonazepam,
fenilbutazone, mexiletina (BO1), tocainide (BO4).

La fase mobile impiegata utilizzata e tampone tosth potassio 67 mM,
pH 7.4,

Tutti gli analiti sono stati iniettati alla conceszione di 1QuM.
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Le analisi sono state condotte ad un flusso dilZnmm a temperatura
ambiente (circa 30°C).

\

Dai parametri cromatografici € stato ottenuto ilova di k e, tramite
I'equazione 2.3 é stata determinata la frazionatkegl’HSA.

Ogni analita € stato iniettato in duplicato.

6.8.2 Studi di competizione al sito |

Gli studi di spiazzamento sono stati condotti ipelo |'esperimento
descritto nel paragrafo 6.8.1, aggiungendo allee famobile composta da
tampone fosfato 67 mM, pH 7.4, concentrazioni nditesalicilato di sodio
(SAL).

Le concentrazioni di SAL impiegate sono state Zbe 3.00uM

In questa serie di esperimenti, gli analiti sonatistniettati ad una
concentrazione di 2aQM.

Lo studio é stato effettuato su i composti B7, B&, BO2, BO3, 11, 12, 14,
16, 18, 19, 110, 111, 112.

La furosemide e stata utilizzata come controllaraérno della serie di
composti analizzati per verificare il buon funziamento della colonna.

| restanti parametri sperimentali sono gli stessiaditti nel paragrafo 6.8.1.

6.8.2 Stabilita della colonna
Al fine di stabilire quante analisi era possibiteguire sulla stessa colonna,

senza perdere l'affidabilita dei risultati, lo stesesperimento descritto al
paragrafo 6.8.2 e stato ripetuto a intervalli regosu alcune delle molecole
utilizzate in questo lavoro ed € stata analizzateakiabilita delle percentuali di
legame misurate nel corso del tempo.



6.9 RISULTATI E DISCUSSIONE

6.9.1 Caratterizzazione della colonna
La colonna monolitica é stata derivatizzata covaleente con la proteina

HSA; nonostante i gruppi epossidici possano reamretutti i gruppi nucleofili
presenti sulla proteina, nelle condizioni utilizasi puo ragionevolmente
supporre che l'attacco nucleofilo avvenga prinaipaite sui gruppid NH, dei
terminali amminici, e che il resto della proteimgn venga coinvolto nella
reazione (fig 4.6). In tal modo l'operazione di iwminilizzazione non varia le
proprieta di legame della proteina. Questa assoezéavvalorata dalla buona
correlazione dei parametri di legame ottenuti pepmposti di controllo con la
colonna, quando confrontati con gli stessi paramettenuti studiando la
proteina in soluzione.

Successivamente € stata stimata la quantita di &t immobilizzata sul
supporto.

6.9.2 Titolazione dei siti di legame attivi
La titolazione dei siti attivi del’lHSA immobilizza al supporto siliceo &

stata effettuata mediante analisi frontale.

Lo stesso metodo permette anche di calcolare ldames di affinita
dell'interazione analita-ligando; questo rende tatalisi la tecnica di scelta per
la caratterizzazione della colonna [8].

Per il nostro scopo € stato utilizzato L-Trp, vagiaso perché € noto
legare un unico sito dellHSA (sito Il), e questermette una piu semplice
analisi dei risultati: infatti in questo caso ilmaro di siti attivi sara uguale al
numero di molecole di albumina correttamente imndzte.

Con quest’analisi si ottengono dei caratteristitngatogrammi di forma
sigmoidale. (Fig 6.1). Determinando il punto disfie di queste curve e possibile
costruire una grafico (Fig. 6.2), la cui funzione ulma retta descritta
dall'equazione 2.5. Dall’equazione della rettaliptéata & possibile calcolare le
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moli di siti di legame per L-Trp presenti in colafm) e la Ky di L-Trp per
tali siti di legame.

60
50 7 [L-Trp]

40 -
2 —_ 20 uM
g 307 — 10 uM
20 - 5uM
10 4 - 2.5 uM
- 1 uM

0

0 5 10
Time (min)

Fig. 6.1 Curve di acquisizione ottenute dalle prove di andfontale eseguite con la
colonna monolitica 10 x 4.6 mm derivatizzata corAHS
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Fig. 6.2 Grafico ottenuto dalle prove di analisi frontaleegsite con la colonna
monolitica 10 x 4.6 mm derivatizzata con HSA (I'egione della retta
interpolata &: y = 1,7956x + 22,483~1).

Per cui, con una singola analisi si pud valutarant@ HSA é stata
immobilizzata in maniera corretta e confrontandealore di Ky misurato con |l
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valore presente in letteratura, si pud anche vaultaffidabilita dei risultati
ottenuti con la colonna.

Dall’analisi € risultato che sono stati immobilinzeorrettamente 3,0 mg di
HSA, quindi circa un quinto della quantita immokbziata su una colonna dello
stesso tipo lunga 50 mm (Cap. 5). La & L-Trp & risultata 1.25 x oM™, un
valore dello stesso ordine di grandezza di quglbrtati in letteratura [8, 14];
guesto dato preliminare conferma la buona riusdtla procedura di
immobilizzazione.

6.9.3 Controllo dell’efficienza separativa dellalomna
La capacita separativa della colonna € stata gat#iiniettando in colonna

una serie di soluzioni racemiche di campioni dienirhento noti legare
I'aloumina in maniera enantioselettiva (Fig 6.3).

Come si puo facilmente notare dai cromatogrammaieddti di risoluzione
in tabella 6.1, dal punto di vista prettamente @atwgrafico, non sono stati
ottenuti buoni risultati, infatti la separazionei d@cchi cromatografici é
piuttosto scarsa. Dal punto di vista biocromatageafinvece, i risultati ottenuti
da questi esperimenti sono piuttosto confortanti.

RacOxazepam it RacOxazepam it RacWarfarin in | RacN-Bz-Leu in
PB:1-PrOH 96:4 PB PB:1-PrOH 96:4 PB:1-PrOH 96:4
o 2,13 1,60 2,23 2,00
Rs 0,80 0,35 0,70 0,25

Tab. 6.1 Parametri cromatografici delle separazioni ottenchn i racemi utilizzati come
controllo
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. 4000 5000
<:t:. 3000 S 4000
~ = 3000
n ;]
g 2000 2 2000
< <
1000 1000 J
0 0
ol 1 3 4 5 01 2 3 456 7 8 9
Time (min) Time (min)
Warfarin N-Bz-Leucina
= 2000 4500
= C =) D
< 1500 = 3500
5 o 1
& 1000 e 2500
< 1500
= 500 <L
500
0
{rz 4 6 8 1012 14 16 o Vo5 T'1 15 2
Time (min) ime (min)

Fig. 6.3 Controllo dell’enantioselettivitd della colonna)(rac-Oxazepam 0,005 mg/ml,
analizzato con fase mobile PB/1-propanolo 96:4; rg&)Oxazepam 10 pM, analizzato con
fase mobile PB 100%; (Chac-Warfarin 0,02 mg/ml, analizzato con fase mobile/ B
propanolo 96:4; (Dyac-N-Benzoilleucina 0,0025 mg/ml, analizzato con fasebile PB/1-
propanolo 96:4

Infatti, I'enantioselettivita, espressa dal paramet, € risultata alta per tutti i
campioni esaminati; questo significa che I'HSA iniliazata all'interno della
colonna & capace di discriminare gli enantiomeriedenolecole iniettate,
proprio come la proteina libera in soluzione e g la colonna pud essere
utilizzata per gli studi successivi.

6.9.4 Studio della frazione legata misurata al vare del flusso della
fase mobile

Al fine di ridurre al minimo i tempi di analisi, &ato approntata una serie
di esperimenti per valutare quale fosse il flussibadlase mobile che consentisse
il minore tempo di analisi, mantenendo una buofidadfilita dei risultati. | dati
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ottenuti confermano che il valore del coefficieniecapacita (k), e quindi la
percentuale di legame misurata, non sono influemzataniera significativa dal
flusso, almeno fino a 2 mL/min (Fig. 6.4). Dai tisti degli esperimenti
effettuati si € notato che passando da 1 a 2 ml/siirha pressappoco un
dimezzamento dei tempi di analisi. Ad esempio iazépam (Fig. 6.5),
analizzato con un flusso di 1 mL/min necessitaidiac9-10 min per essere
analizzato, mentre con un flusso di 2 mL/min sondfigenti 5-6 min.
L'utilizzo di flussi piu elevati di 2 mL/min non so stati presi in considerazione
perché ci sarebbe stato il rischio di dannegge@lonna, senza ottenere grossi
vantaggi in termini di tempi di analisi. Pertanper gli esperimenti successivi e
stato selezionato il flusso di 2 mL/min.

98.540.1
100+ 97.510.3

95.940.3 95.710.2

94,2401
95
90
86.510.9
82.641.4
85 80.941.7
80

N
JNE

BCH BO2 BO3 BO4 RS DR NZP FNZP PBU

Bound %

. g

54.2+0.9

Fig. 6.4 Dati di percentuale di legame alla HSA ottenutliazezando flussi di 1, 1.2, 1.4, 1.6,
1.8 e 2 mL/ min (media £ SD) . BO1, mexiletina; BQdcainide; FRS, furosemide;
DZP,diazepam; NZP, nitrazepam; FNZP, flunitrazepBBtJ, fenilbutazone.
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Fig. 6.5 Cromatogrammi ottenuti analizzando una soluzionéiazepam 10 uM a flussi
compresi tra 1 e 2 mL/min, utilizzando come faséiteotampone fosfato 67 mM,
pH 7.4.

6.9.5 High-throughput-screening di una serie di neaole per il
legame all’HSA

La determinazione della frazione legata delle 28eowe selezionate per
guesto studio e stato effettuato in un’unica gitan@irca 8 ore), iniettando
ciascuna molecola in duplicato. Per una migliorlianaei risultati, i dati
ottenuti sono stati confrontati, oltre che con ii g@esenti in letteratura, anche
con i risultati ottenuti con la colonna descrite cap. 5 (Tab. 6.2). Tale colonna
differisce da quella utilizzata in questo studidaseente per la lunghezza (50
mm, anziché 10 mm), pertanto il confronto dei datenuti con queste due
colonne permette di valutare le variazioni dovuteiso di una colonna cosi
corta, isolandole da quelle insite nel metodo wo@tografico. Il confronto tra i
cromatogrammi ottenuti per il diazepam utilizzameloue colonne e riportato in
fig. 6.6 a titolo esemplificativo. Come si puo faoente notare, la colonna da 10
mm permette di eseguire I'analisi in molto meno pgeminfatti, I'analisi
condotta con la colonna da 50 mm richiede circ&®@ninuti di tempo, mentre,
a parita di flusso (ImL/min), I'analisi effettuataon la colonna da 10 mm
richiede solamente 10 minuti. Il tempo d’analisirisiuce ulteriormente a 5-6
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min se il flusso viene raddoppiato (Fig. 6.6), ment dato di frazione legata
resta approssimativamente lo stesso (Tab. 6.2).

La stessa osservazione puo essere estesa a wttdaze analizzate di cui
erano disponibili i dati relativi alla colonna d& Bhm, per cui viene dimostrato
il sostanziale vantaggio derivante dall’'uso di sobonna cosi corta.

In realta, si € notato che I'analisi, quando edegsii molecole poco affini
alla HSA, come il paracetamolo, tende a dare stwras anche piuttosto
importanti. Anche I'analisi compiuta su mexiletieatocainide ha mostrato lo
stesso problema. Questo comportamento € dovutat €he sostanze con
percentuali di legame molto basse, hanno tempitehzione molto vicini algt
(nel caso di questa colonnadls 0.08 min, ed una sostanza con una frazione
legata del 60% avrebbe un tempo di ritenzione di @in), per cui il loro
segnale si sovrappone parzialmente a quello delfione, riducendo
I'accuratezza della misura. Inoltre, lavorando m iatervallo di tempi cosi
corto, piccoli errori nella misura dei tempi datpadtel sistema cromatografico si
trasformano in grandi variazioni della percentudildegame misurata. Questo
effetto si riduce allaumento della frazione legalia proteina. Infine, una fonte
importante di errore € insita nel metodo di mistedla frazione legata; infatti,
osservando l'equazione 2.3, si pu0O notare che mostaaratterizzate da
percentuali di legame alla HSA relativamente bgsseel 80%), escono con
tempi di ritenzione molto simili. Ad esempio, candolonna utilizzata in questo
lavoro, due sostanze con una frazione legata &l€60%, hanno dei tempi di
ritenzione di 0.1 e 0.2 min, rispettivamente. Ancheesta fonte di errore si
riduce all'aumentare della percentuale di leganee.gsempio una molecola con
una frazione legata del 95% ha un tempo di ritevezidi 1,6 min, mentre una
con il 96% di frazione legata ha un tempo di ritene di 2 min.

Riassumendo, questo sistema di analisi diventa iepip accurato man
mano che le percentuali di legame degli analiti @ntia;no. Questo € il grosso
vantaggio che ha la biocromatografia rispetto atowhie classici come ad
esempio la dialisi all'equilibrio, dove il trendesattamente I'opposto.

Infatti & piu importante poter distinguere tra valmolto vicini quando le
frazioni legate sono molto alte, cioé quando leifmai libere, quelle capaci di
raggiungere il target, sono molto piccole.
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CAMPIONE tr 1cm k 1cm B% 1cm | B% 5cm | B% letteratura #
B7 2,306 27,82 96,5 97,7 -
Bl 4,020 49,25 98,0 96,5* -
B8 6,070 74,88 98,7 98,6* -
11 1,749 20,86 95,4 95,3 -
12 13,614 169,18 99,4 98,4* -
13 0,190 1,38 57,9 41,5 -
14 0,558 5,98 85,7 83,8 -
15 0,175 1,18 54,2 55,4 -
16 1,116 12,95 92,8 92,1 -
17 1,252 14,65 93,6 93,3 -
3] 4,960 61,00 98,4 97,4* -
19 2,545 30,81 96,9 95,0* -
110 13,967 173,59 99,4 98,9* -
111 2,093 25,16 96,2 96,1 -
112 1,605 19,06 95,0 95,0 -
DIAZEPAM 1,372 16,14 94,5 96,7 98.7+0.2°
NTBUBDZ 4,196 51,44 98,1 - -
NITRAZEPAM 0,539 5,73 85,1 - 87+1°
FNzP 0,470 4,88 83,0 - 77-79®8
CLONAZEPAM 0,657 7,21 87,8 - 86+0.5°
A. SALICILICO 0,328 3,10 75,6 81,4 80-95°
FUROSEMIDE 2,395 28,94 96,7 97,4* 98.8+0.2°
MEXILETINA 0,564 6,05 85,8 - 63+15°¢
BO2 1,625 19,31 95,1 - -
BO3 2,285 27,56 96,5 - -
TOCAINIDE 0,223 1,788 64,1 - 10+15°
FENILBUTAZONE 6,237 60,60 98,4 98,6* 96.1+1.1°
PARACETAMOLO 0,142 0,78 43,7 15,8 <20°¢

Tab. 6.2 Risultati ottenuti con la colonna da 10 mm paregiocon quelli di una colonna da
50 mm e con quelli in letteraturd. In plasma intero® [144]; © [145];

* Dato estrapolato.
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Fig. 6.6 Confronto dei cromatogrammi relativi all’analiselddiazepam, ottenuti con le
colonne da 10 mm e da 50 mm. Colonna 50 mm, flassd/'min (blu); colonna 10
mm, flusso 1 ml/min (rosso); colonna 10 x 4.6, $lwu® ml/min (verde). Nei fumetti
sono indicati i relativi tempi di ritenzione.

Ad esempio se due molecole hanno una frazionedatgt99% e del 98%,
rispettivamente, significa che la frazione libeeh secondo € il doppio di quella
del primo, mentre se il primo ha una frazione lagil 80%, per avere la stessa
variazione in termini di frazione libera, il secandeve averla del 60%.

In ogni caso, la colonna da 50 mm si & dimostraia gifidabile nel
determinare frazioni legate piccole, rispetto allguga 10 mm. Inoltre, anche
senza l'uso di solventi organici all’interno defise mobile, la colonna da 50
mm consente analisi molto rapide (< 15 min periapatel caso di molecole
con una percentuale di legame90%. Per questi motivi, si potrebbe proporre
'uso della colonna da 10 mm come metodo di stymho effettuare screening
rapidi di grandi librerie di molecole; successivaueg se necessario, le molecole
che mostrano una percentuale di legan®% con tale colonna, possono essere
analizzate nuovamente con la colonna da 50 mm pmgliondistinguere le
differenze tra molecole con scarsa affinita pef &A.
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6.9.6 Studio di competizione al sito |
Una volta appurata l'affidabilita della colonna peffettuare screening

rapidi per l'affinitd di legame alla HSA, é statppsontato uno studio di
competizione per verificare se una colonna cogacaonsentisse anche questo
tipo di applicazione. Inoltre, visto che molte @etholecole utilizzate in questo
studio non erano mai state caratterizzate perrd legame alla HSA prima
d’'ora, era interessante verificare se legassermadiei principali siti di legame
presenti sulla proteina. La furosemide e statazgmiata come controllo interno
ed e stata analizzata durante tutte le sessiomingg&ali insieme alle altre
molecole. Questo diuretico € noto legare alla H®A, sito |, pertanto,
effettuando uno studio di competizione con salicilgSAL, marker del sito I),
se la colonna si fosse mantenuta affidabile, dovwesmire evidenziata una
competizione diretta.

| risultati dell’esperimento di spiazzamento ddil@mosemide con il SAL
sono riportati nella figura 6.7. La furosemide Héetivamente mostrato di
essere spiazzata con una competizione diretta A&l $oltre applicando
I'equazione 2.4 alla retta ottenuta per interpalaeidei dati, si ottiene un valore
di Ka del SAL per il sito di legame della furosemide8d2 x 1d M™, un valore
dello stesso ordine di grandezza di quello del $&k il sito I, 1.9 x 10 M™
[14]. Pertanto, grazie a questa evidenza sperirgergapuo considerare che la
colonna abbia mantenuto I'affidabilita dei risultdtirante tutto il corso degli
esperimenti di competizione e quindi anche i raulbttenuti per le altre
molecole possono essere considerati validi. Bisogrmadare comunque che |l
modello utilizzato per linterpretazione dei daesdrive l'interazione di due
molecole, aventi un unico sito di legame ad alfai&d, per lo stesso sito. In
tutti i casi in cui si hanno composti che leganpi@adi un sito e/o interazioni
allosteriche, il modello diventa insufficiente a sdevere esattamente |l
fenomeno, e lascia quindi un piu ampio marginerdire nell'interpretazione
del dato.
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Fig. 6.7 Grafico relativo alla competizione tra furosemidsadicilato. L’equazione della retta
interpolata & y = 0.0029x + 0.0358/0.9967
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Fig 6.8Studio di competizione tra salicilato e: BO& (), BO3( A ). Le equazioni delle rette
interpolate sono y = 0.0007x + 0.0637= 0.8541 per BO2 e y = 0.0006x + 0.0384=r
0.9384 per BO3
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Fig 6.9Studio di competizione tra salicilato e: B# {j, B1 (m ), B8 (A ). Le equazioni delle
rette interpolate sono y = 0.0004x + 0.041=r0.9085 per B7, y = 0.0002x + 0.0231=
0.8407 per B1 e = 0.00004x + 0.013210.8573 per B8.
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Fig 6.10Studio di competizione tra salicilato e: 12 ( 12 ( A ). Le equazioni delle rette
interpolate sono y = 0.0027x + 0.057%r0.9681 per I1 e = 0.0004x + 0.0094
r* = 0.9622 per 12.
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Fig 6.11Studio di competizione tra salicilato e: 14(), 16 (¢ ).
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Fig 6.12Studio di competizione tra salicilato e: 1&(), 19 (¢ ), 110 (A ).
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Fig 6.13Studio di competizione tra salicilato e: 11 (), 112 (A ).

Dall'analisi dei risultati emerge che la preseneashlicilato influenza, in
maniera piu 0 meno significativa, il legame allarsalbumina umana di tutti i
composti analizzati.

| composti BO2 e BO3 (Fig. 6.8) mostrano una ridaei del valore di k
proporzionale alla concentrazione di salicilato sprée nella fase mobile.
Tuttavia, i valori di K, del salicilato calcolato tramite I'equazione 2igultano
1.0 x 1d M* e 1.5 x 16 M* per BO2 e BO3, rispettivamente, cioé circa
un’ordine di grandezza inferiore a quello del skio per il sito I. Pertanto
guesti composti mostrano un legame di tipo antieoajovo per il sito I.

Anche i composti B7 e B1 (Fig.6.9) mostrano unazidne del valore di k
proporzionale alla concentrazione del salicilatealbri di Ky del SAL calcolato
tramite I'equazione 2.4, risultano 8.7 x*1@™, 1.0 x 1d M per B7 e B1,
rispettivamente, pertanto un ordine di grandez#xiori a quello del salicilato
per il proprio sito di legame. L’entita dell’effetanticooperativo & quindi molto
simile per questi due composti. Il legame del cosbpd38 (Fig. 6.9), invece,
resta pressoché inalterato dalla presenza del ddaowpeed infatti, la K
calcolata per il salicilato risulta 3.3 x *LM™, cioé due ordini di grandezza
inferiore a quella del salicilato per il sito |. €gto similitudine di
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comportamento tra B7 e Bl era gia stata ossermatdtri esperimenti in cui
veniva variata la concentrazione di un solventewoigp nella fase mobile (cap.
5). Anche in quel caso il composto B8 mostrava ammortamento diverso
dagli altri due composti. Queste evidenze raffoozBidea che i composti B7 e
B1 (e gli altri analoghi della serie) possano ledgarstesso sito (o gli stessi siti)
sulla proteina, mentre il composto B8 (e gli attnaloghi della serie) possano
legare ad un sito diverso. In ogni caso, sembrailchiéo | non sia il sito di
legame principale per nessuno di questi compostesil sito di legame del
composti B8 sia indipendente da tale sito.

| composti 11 e 12 (Fig. 6.10) mostrano un profith competizione
proporzionale alla concentrazione del salicilatb.ldro comportamento e
comunque ambiguo. LaKdel salicilato calcolata tramite I'equazione 2&r p
questi due composti risulta 4.6 x “1M™* e 4.1 x 16 M, per 11 e 12,
rispetivamente, un valore inferiore di circa 4 ealta quello del salicilato per il
sito I. Questo suggerisce che queste molecole podsgare ad un sito molto
vicino e strettamente connesso a quello del saltgilma non esattamente allo
stesso sito. Considerando la complessita delldtwtaudel sito | (Cap. 1), €
possibile che queste molecole leghino ad un statdsi sito | diverso da quello
del salicilato, per cui il loro legame viene forieme influenzato dalla presenza
del competitore, ma la Kdel salicilato calcolata tramite I'equazione ZHge
non tiene conto di questi effetti (Cap. 2), riadkggermente inferiore a quella
del salicilato per il proprio sito di legame.

L'affinita di legame dei composti 14, 16(fig. 6.1 112 (Fig. 6.13) per
I'albumina é ridotto dalla presenza del salicilat@ la competizione € di scarsa
entita e non proporzionale alla concentrazione aghpetitore. Effettuando
comunque una correlazione lineare tra i valorigrafico (non mostrato nelle
figure) ed applicando I'equazione 2.4, si ottengualori di K, del salicilato di
un ordine di grandezza inferiore a quello del dalic per il sito | (7.0 x 17dM™,
8.3x 10 M* e 9.3 x 16 M™, per 14, 16 e 112 rispettivamente). Questi compost
presentano quindi un comportamento anticooperaiiguto .

| composti 18, 19, 110 (Fig. 6.12) e 111 (Fig. 6)13nostrano un
comportamento di competizione diretta analogo dlgumostrato dai composti
I1 e 12 fino ad una concentrazione di salicilato5@i UM, mentre un ulteriore
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aumento della concentrazione di competitore non bsgmavere effetti
significativi sull'affinita dei tre composti per laproteina. Applicando
I'equazione 2.4 sulla porzione lineare del graficon mostrato nelle figure), si
ottengono valori di K del salicilato di 4.1 x oM™, 7.0 x 160 M, 3.6 x 1d M™

e 4.6 x 16 M per 18, 19, 110, 111, rispettivamente, valori nwlticini a quelli
del salicilato per il sito I, anche se inferioriu€¥to comportamento ha una
stretta analogia con quello osservato per i compase 12 ed & pertanto
compatibile con una competizione diretta al sitdClononostante, l'ulteriore
incremento di salicilato nella fase mobile non déuraffinita di questi composti
per la proteina come accadeva per i composti & énlquesto caso, quindi, si
puod supporre un modello piu complesso, in cui queEshposti abbiano piu di
un sito di legame dei quali uno é rappresentatsittal.

6.9.7 Stabilita della colonna
Le percentuali di legame misurate a intervalli tagcsono riassunte nella
tabella 6.3.

Come si puo notare, si ha una perdita continuajplacita ritentiva da parte
della colonna con l'uso. E da sottolineare cheolarna é stata sottoposta ad un
uso intensivo quotidiano ed inoltre e stata utdiaz per eseguire studi di
competizione, in cui grandi volumi di soluzionimblecole affini alla proteina,
vengono fatte passare in continuo attraverso lsoncal. Ciononostante,
osservando la colonna in cui é stato riportatailking relativo, si puo notare
che l'ordine di affinita all’interno della libreri@i composti analizzata resta
pressoché invariato, ad eccezione di piccole viaraztra molecole con
percentuali di legame molto simili. Pertanto laotwla utilizzata in questo
lavoro puo essere utilizzata in condizioni speritakrstressanti per almeno 900
iniezioni per eseguire rapidi ranking di libreriecdmposti per quanto concerne
la loro frazione legata alla proteina. Inoltre,a@rendo all'interno della libreria
alcune molecole dalla percentuale di legame nasache possibile stimare il
valore assoluto della frazione legata, anche ddpmola colonna ha iniziato a
perdere capacita ritentiva.
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A B C

Cmpd B% | Ranking Cmpd B% | Ranking Cmpd B% | Ranking
B7 96,5 9 B7 926 9 B7 84,4 10
BA 98,0 3 B 958 8 B 898 8
B8 98,7 3 B8 98,1 3 B8 95,5
1 95 4 12 1 90,8 11 " 82,8 11
12 99 4 2 12 98,6 2 12 97,1 2
14 857 18 14 80,6 17 14 55,1 20
8 9238 16 8 84,7 16 16 68,4 16
I8 98,4 4 8 96,8 4 E 92,8 4
19 96,9 7 ] 945 7 19 89,0 7
110 99 4 1 10 98,9 1 110 97,8 1
111 96,2 11 11 912 10 111 859 9
12 950 14 PTX 88,1 14 PTX 78,2 13

DzZP 94,2 15 DzZP 87,4 15 DzZP 776 15

NtBuBDZ | 981 5 NtBuBDZ | 961 5 NtBuBDZ | 925 5

NZP 85,1 19 NZP 723 19 NZP 64,0 18
FNZP 830 20 FNZP 67.3 20 FNZP 56,3 19
CZP 87,8 17 czP 774 18 CZP 66,2 17
SAL 75,6 21 SAL 56,4 21 SAL 474 21
FRS 98,7 8 FRS 935 8 FRS 87.4 8
BO2 95,1 13 BO2 88,9 13 BO2 79,6 12
BO3 96,5 10 BO3 90,2 12 BO3 77,7 14

Tab.6.3 Percentuale di legame determinata tramite colormd @ mm derivatizzata con
HSA effettuata ad intervalli regolari e rankingat®o in ordine di affinita; fase mobile
tampone fosfato di potassio 67 mM, pH 7.4 (A) dopoa 450 iniezioni; (B) dopo circa 600
iniezioni; (C) dopo circa 900 iniezioni.

6.10 CONCLUSIONI

In questo lavoro e stata dimostrata la possibditatilizzare una colonna
derivatizzata con HSA di dimensioni ridotte, perstkoeening rapido di librerie
di molecole per quanto riguarda la loro percentakleegame alla proteina. Il
metodo sviluppato, se automatizzato, permette dilizzare, in duplicato,
almeno 50 composti in 24 ore, senza ricorrere sl'di solventi organici.
Inoltre la colonna si e dimostrata affidabile ancber eseguire studi di
competizione. Infine, pur perdendo capacita ritenptia colonna ha dimostrato
di mantenere inalterata la capacita di distingdereaffinita relative, per cui
'ordine di affinitd ottenuto € rimasto costanterahte gli esperimenti di
screening, per oltre 900 analisi.

Il metodo sviluppato puo quindi realisticamente eessapplicato come
routine durante lo svilupppo del farmaco, su grahbrerie di composti,
trasformando la tecnica biocromatografica da mediamhigh-throughput-
screening.
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